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RESUMO

O Brasil encontra-se entre um dos maiores produtores mundiais de
abacaxi ocupando o terceiro lugar no ranking mundial. Visando o aproveitamento
do material considerado residuo agricola (caule e folhas) e residuos do
processamento do fruto, muitos estudos tem sido realizados para a obtencdo de
enzimas proteoliticas do abacaxi. As enzimas proteoliticas de origem vegetal sdao
provenientes principalmente do figo (ficina), do mamao (papaina) e do abacaxi
(bromelina). Por bromelina entende-se o conjunto de enzimas proteoliticas
produzidas por plantas da familia das Bromeliaceae. E uma enzima de amplo uso
na inddstria alimenticia para o amaciamento de carne e clarificacdo da cerveja,
para o amaciamento de couro, e na inddstria farmac€utica, em medicamentos
destinados a disturbios de digestibilidade,e também por sua a¢do antiinflamatdria
e antimucolitica. O desenvolvimento de novos processos de extracdo e purificacdo
de proteinas é muito importante, uma vez que esta € uma etapa limitante na
producdo de bioprodutos. O presente trabalho propde um processo de recuperagcao
da bromelina do fruto de abacaxi por técnica de precipitacdo do caldo prensado
com etanol frio onde foram obtidos resultados demonstrando que em uma
precipitacdo em 1 estdgio com 80% v/v de etanol a 5°C é possivel recuperar
praticamente toda a enzima originalmente presente, aumentando de 3a 5 vezes a
atividade especifica inicial e purificagdo através da extracdo liquido-liquido em
duas fases aquosas, formado por duas fases aquosas imisciveis ou parcialmente
misciveis entre si , obtidas pela adicdo de polimeros hidrofilicos ou um desses
polimeros e um sal , como o sistema PEG ( polietileno glicol ) e o fosfato de
potdssio. O trabalho apresenta um estudo sobre os custos do processo e estimativas
sobre o preco de venda e retorno sobre o investimento , demonstrando a
viabilidade econdmica da proposta quer para utilizacdo como pré-processo nos
tradicionais sistemas cromatograficos, quer para sua comercializacao direta, como

alternativa para o produtor do abacaxi, ou do fabricante de sucos e compotas.

Palavras Chave: Custos, Abacaxi, Extracao Liquido-Liquido



ABSTRACT

Brazil is one of the world’s largest producers of pineapples, its production being the
third one in the world. To take advantage of the residues from fruit processing, many
studies have been conducted to obtain proteolytic enzymes from them. These proteolytic
enzymes are extracted mainly from fig (ficine), papaya (papain), and pineapple
(bromelain). Bromelain is a mixture of proteolytic enzymes found in Bromeliaceae family.
It is an enzyme with ample use in food industry for meat tenderizer and beer clarification,
in leather and pharmaceutical industries, in drugs for digestion disorders, anti-inflammatory
action, and anti-colitis action. The development of new extraction and purification
processes of proteins is very important, as this is a limiting step in the production of
byoproducts. The present work proposes a recovery process of bromelain from pineapples
by precipitation of their pressed juice with cold ethanol, whereby a one stage precipitation
with 80% v/v of ethanol at 5°C made possible the recovery of practically all originally
present enzyme, increasing from 3 to 5 times the initial specific activity and purification by
a liquid-liquid extraction in two aqueous phases, formed by immiscible aqueous phases or
partially miscible ones, which are obtained from the addition of hydrophilic polymers or
one of these polymers and a salt, such as PEG system (polyethylene-glycol) and potassium
phosphate. This work presents a study about the costs of this process and the estimated sale
prices as well as its return of investment, showing its economic viability, whether it is for
use as a pre-process in traditional chromatographic systems or direct commercialisation, as

an alternative for the pineapple producer of the juice market.

Key-words: costs, pineapple, liquid-liquid extraction



1. INTRODUCAO

O abacaxizeiro produz frutos de sabor e aroma aceitaveis no mundo todo. O Brasil
€ um grande produtor de abacaxi, sendo conhecidas cinco espécies de Ananas € uma de
Pseudoananas. Dentro da espécie Ananas comosus estdo incluidos todos os cultivos de
interesse agricola, onde os principais cultivados no Brasil sdo o Pérola e o Smooth Cayenne

(SANTOS, 1995).

O abacaxi fruto € a parte comercializdvel da planta, porém, esta por¢cdo representa
somente 63% do total da planta, enquanto que o restante, formado por caule, folha, casca,
coroa e talos, é considerado residuo agricola, e ndo tem sido devidamente aproveitado,
resultando em perdas econdmicas. Trabalhos ja realizados demonstram que estes residuos
apresentam teores representativos de carboidratos, proteinas e enzimas proteoliticas, que
possibilitam a sua utiliza¢do industrial como matéria-prima para a obtenc@o de bromelina,

amido, fibras, dlcool etilico e ra¢cdes animais (BALDINI et.al., 1993).

7

Bromelina é o nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas
encontradas nos vegetais da familia Bromeliaceae, da qual o abacaxi € o mais conhecido. A
bromelina tem diversos usos, todos baseados em sua atividade proteolitica, como nas
inddstrias alimenticias e farmacéuticas. Pode-se mencionar sua utiliza¢cdo no amaciamento
de carnes, na clarificagdo de cervejas, na fabricacdo de queijos, no preparo de alimentos
infantis e dietéticos, no pré-tratamento de soja, no tratamento do couro, na industria téxtil,
no tratamento da 13 e da seda, no tratamento de distdrbios digestivos, feridas e inflamacdes,

preparo de coldgeno hidrolisado, etc.

Muitas técnicas tém sido utilizadas para a recuperagao e purificacdo de proteinas e
enzimas de origem animal, vegetal ou microbiana. Técnicas mais antigas como a
precipitagdo, extracdo com solventes e filtragdo geralmente tem alto poder de concentragdao
e baixa purificacdo e técnicas mais modernas como a cromatografia de afinidade, troca
ionica ou gel-filtracdo, eletroforese, extracdo em duas fases aquosas, extragdo com micela

reversa, recuperam e purificam, com alto grau de seletividade.
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A separacdo de proteinas de meios aquosos por precipitacdo € um dos métodos
mais tradicionais para a recuperacdo e parcial purificacdo dessas biomoléculas. Os
precipitados de proteinas sdo agregados de moléculas protéicas, grandes o suficiente para
serem decantados ou centrifugados. E uma técnica de facil ampliacio de escala e com
viabilidade para operacdo continua a custos aceitdveis para grandes volumes. Porém é uma

técnica mais de concentracdo do que propriamente de purificacao.

A extragdo liquido-liquido é uma operac¢do unitdria de transferéncia de massa,
utilizada para separacao de componentes presentes em uma mesma solugdo, distribuindo-se

entre as duas fases liquidas e insoldveis entre si.

A extragdo em duas fases aquosas € uma técnica que vem sendo aplicada na
inddstria, principalmente em separacdo de enzimas, por se tratar de um processo de baixo
custo, alta seletividade e com possibilidade de reciclagem dos reagentes. Além disso, as
enzimas permanecem estaveis no sistema, devido a alta concentracao de dgua e a utilizagdo

de reagentes nio desnaturantes.

O interesse em novos processos biotecnolégicos vem crescendo substancialmente
nas ultimas décadas e os estudos nesta area estdo bastante consolidados. Porém para que os
mesmos possam contribuir de forma efetiva para a sociedade, h4 a necessidade de defini¢do
dos custos dos processos desenvolvidos para tornar os processos cientificos tangiveis aos

olhos dos investidores.

Assim, o presente trabalho faz uma andlise dos custos diretos de fabricacdo
envolvidos na proposta de um processo de recuperacdo e purificacio da bromelina do
abacaxi, baseado na andlise dos processos de precipitacao por etanol e extracdo liquido-

liquido em duas fases aquosas.



2. FUNDAMENTACAO
2.1. Proteinas

Berzelius cunhou a palavra proteina em 1838, para salientar a importancia dessa
classe de moléculas. Proteina vem do grego Proteios, que significa “0 que vem em primeiro
lugar”, sendo responsdveis pelo funcionamento das fungdes vitais dos organismos animais,

nos quais sao alguns dos principais constituintes.

As proteinas sao as moléculas organicas mais abundantes nas células e constituem
50% ou mais de seu peso seco. Sao encontradas em todas as partes das células, uma vez
que sdo fundamentais sob todos os aspectos da estrutura e fungdo celular. Existem muitas
espécies diferentes de proteinas, cada uma especializada em determinada funcao bioldgica

diferente.
2.1.1. Bromelina

Bromelina é o nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas
encontradas nos vegetais da familia Bromeliaceae, da qual o abacaxi é o mais conhecido.
As enzimas proteoliticas encontradas nos talos recebem o nome de bromelina do talo e tem
o numero sistematico EC 3.4.22.4, e as encontradas no fruto sdo chamadas de bromelina do
fruto ou ainda, bromelina e tem o numero sistematico EC 3.4.22.5. A bromelina € uma
glicoproteina, tendo um residuo oligosacarideo por molécula, que estd covalentemente
ligado a cadeia peptidica. A bromelina do talo é uma enzima sulfidrilica, e este grupamento
€ essencial para a sua atividade proteolitica. A bromelina do fruto € uma proteina 4cida, e
seu ponto isoelétrico foi determinado por focalizacdo isoelétrica como pH 4,6 e mudancas
conformacionais irreversiveis ocorrem em valores de pH maiores que 10,3 (MURACHI,

1976).

A enzima ndo estd presente nos primeiros estdgios de desenvolvimento do fruto,
porém, seu nivel aumenta rapidamente, mantendo-se elevado até o amadurecimento, onde
tem um pequeno decréscimo. Essa é uma das vantagens da utilizacdo das proteases do
abacaxi em comparagdo com outras proteases vegetais. Apesar da diminuic@o da atividade
proteolitica durante a maturacdo, o abacaxi € o unico fruto que possui concentragdes
relativamente altas de proteases no estado maduro. No mamao e no figo, tanto a papaina
como a ficina, somente sdo encontradas em altos niveis quando o fruto estd verde; com o

completo amadurecimento, a concentracio de proteases praticamente desaparece.
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Diferentes partes da planta podem ser usadas como matéria-prima para a obtencdo da
bromelina: folhas, talos, polpa da fruta, cascas e residuos industriais do processamento do

fruto.

Outras fontes de enzimas proteoliticas sdo as proteases microbianas, por exemplo,
de: Bacillus subtilis, Aspergillus sp., Actinomyces sp., € as proteases animais tripsina (EC
3.4.21.4) e pepsina (EC 3.4.23.1), além das vegetais papaina (EC 3.4.22.2), ficina (EC
3.4.22.3) ja citadas. Algumas das proteases microbianas sdo geralmente proteases alcalinas
e tém sido usadas na producdo de sabdes e detergentes para a remog¢do de manchas de

sangue, por exemplo.

A bromelina tem diversos usos, todos baseados em sua atividade proteolitica,
como nas industrias alimenticias e farmacéuticas. Pode-se mencionar sua utilizacdo no
amaciamento de carnes, na clarificacio de cervejas, na fabricacdo de queijos, no preparo de
alimentos infantis e dietéticos, no pré-tratamento de soja, no tratamento do couro, na
inddstria téxtil, no tratamento da 13 e da seda, no tratamento de distirbios digestivos,
feridas e inflamagdes, preparo de coldgeno hidrolisado etc. Foi verificado por ROWAN et.
al. (1990) que a bromelina do fruto tem uma atividade proteolitica maior que a bromelina
do talo em diversos substratos protéicos, e sua atividade ¢ maxima em pH 8,0 e a
temperatura de 70°C. A bromelina do talo apresentou atividade maxima a 60°C e pH 7,0.
A forma de bromelina comercialmente encontrada € a bromelina do talo, apesar da grande

quantidade de residuos de abacaxi fruto proveniente das inddstrias de conservas de abacaxi.

As preparacdes de bromelina sdo impuras, e geralmente as principais enzimas
contaminantes sdo outras enzimas proteoliticas e enzimas ndo proteoliticas, tais como:
fosfatases, peroxidases, celulases e outras glicosidases (MURACHI, 1976). SUH et. al
(1992) purificou a bromelina do fruto e do talo até a homogeneidade (18 e 46 vezes de
aumento de pureza respectivamente) por cromatografia de gel-filtracdo e determinou os
pesos moleculares em 32.5 e 37 KDa respectivamente, com rendimento de 23% em
atividade. MURACHI (1976) purificou a bromelina do talo de abacaxi por cromatografia
de gel-filtracdo, e determinou que o peso molecular da fracdo pura era de 28 KDa por SDS-
PAGE. (ROWAN et. al. 1990) descreve a presenca de quatro proteases principais presentes
em abacaxis (Ananas comosus): bromelina do fruto, bromelina do talo, ananaina e

comosaina.



2.1.2. Enzimas

A maior parte da histéria da bioquimica € a histéria da pesquisa sobre enzimas. A
catélise bioldgica inicialmente descrita e reconhecida no inicio do século XIX, em estudos
sobre a digestdo da carne por secrecdes do estdomago e a conversao do amido em agucares
simples pela saliva e por vdrios extratos vegetais. Na década de 50, Louis Pasteur concluiu
que a fermentacdo do aciicar em dlcool pela levedura € catalisada por fermentos. Ele
postulou que esses fermentos depois nomeados de enzimas eram insepardveis da estrutura
das células vivas do levedo, uma hipdtese que prevaleceu por muitos anos. Em 1897,
Eduard Buchner, descobriu que extratos de levedo podiam fermentar o aguicar até o dlcool,
provando que as enzimas envolvidas na fermentacdo continuavam funcionando mesmo
quando removidas da estrutura das células vivas. Desde entdo numerosos estudos vém

sendo realizados na tentativa do isolamento das numerosas enzimas diferentes e o estudo de

suas propriedades cataliticas.

A catdlise enzimdtica das reacOes € essencial para os sistemas vivos. Sob
condi¢des bioldgicas relevantes, as reacdes nao catalisadas tendem a ser lentas. A maioria
das moléculas bioldgicas € muito estavel no ambiente aquoso de pH neutro e temperatura
moderada encontrado no interior das células. Muitas reacdes bioquimicas comuns
envolvem eventos quimicos que sdo muito improvaveis nas condicdes do ambiente celular,
como a formacgdo transiente de intermedidrios eletricamente carregados e instavel ou a
colisdo de duas ou mais moléculas com a orientacao precisa € necessdria para que ocorra a

reacdo. ( LEHNINGER, 1995).

As reacOes necessdrias para digerir alimentos, enviar sinais através de nervos, ou

contrair um musculo simplesmente ndo ocorrem em velocidade ttil sem catélise.

Uma enzima contorna estes problemas fornecendo um ambiente especifico dentro
do qual uma reacdo dada é energeticamente mais favordvel. A caracteristica distintiva de
uma reagdo catalisada enzimaticamente € que ela ocorre no interior dos limites de uma
cavidade, ou fenda, na estrutura molecular da enzima chamado sitio ativo. A molécula que
se liga ao sitio ativo e que sofre a acdo da enzima é chamada substrato. O complexo
enzima-substrato tem papel central na reacdo enzimdtica, sendo ponto de partida para os
tratamentos matemdticos que definem o comportamento cinético das reagcdes catalisadas

enzimaticamente e para as descri¢des tedricas dos mecanismos enzimaticos.



2.1.3. Desnaturacao

Quando uma solu¢do de proteina, como a albumina do ovo, é aquecida lentamente
até 60° ou 70° C, a mesma torna-se gradualmente leitosa e logo forma um codgulo. Isto é
comum ja que ocorre quando fervemos ovos em dgua. A clara do ovo, que contém
albumina, coagula pelo aquecimento num sélido branco. Depois que o calor coagulou a
clara ndo sofre redissolu¢do pelo resfriamento, nem forma outra vez uma solu¢do limpida
como a original. Portanto, o aquecimento transformou a ovoalbumina e, aparentemente, de
forma irreversivel. Esse efeito do aquecimento ocorre virtualmente com todas as proteinas,
nao importando seu tamanho ou fungdo biolégica, embora a temperatura exata para
provoca-lo varie. A mudanca provocada pelo calor e outros agentes é conhecida como

desnaturagdo.

H4 outra importante conseqiiéncia da desnaturacdo de uma proteina, que quase
sempre, perde sua atividade bioldgica caracteristica. Assim, quando uma solucao aquosa de
uma enzima, por exemplo, € aquecida até seu ponto de ebuli¢do por uns minutos e depois
resfriada, a enzima torna-se insoldvel e, principalmente, nio mais apresenta atividade

catalitica.

A desnaturacdo de proteinas pode ser provocada ndo apenas pelo calor, mas
também por valores inadequados de pH, por solventes organicos, por solutos como a uréia,
pela exposicdo da proteina a alguns tipos de detergentes, pela agitagdo vigorosa da solucao
protéica até formacao abundante de espuma, presenca de certos ions ou sais caotropicos na
solucdo que contém as proteinas, oxidacao, forca idnica, entre outros. Cada uma das formas
citadas como causa de desnaturacdo pode ser considerada como tratamento relativamente
suave, isto €, a desnaturacdo pode ocorrer em condicdes amenas, nao hd necessidade de
ocorrer em condigdes drasticas. As moléculas de proteina nativa sdo frageis e facilmente

desorganizadas pelo calor e outros tratamentos aparentemente suaves.
2.1.4. Proteina Total, Atividade e Aciicares Redutores

CESAR (1999) realizou andlises de proteina total, agicares redutores e atividade
enzimatica de amostras preparadas da polpa do fruto, da casca e do talo para a
caracterizagdo do meio inicial. As concentracOes e os resultados sdo mostrados nas Tabelas
1 e 2. O fruto e o talo apresentam o mesmo teor de proteina total, porém o talo apresenta

cerca de 60% menor quantidade de enzimas proteoliticas. O abacaxi utilizado para as
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andlises foi o fruto maduro, por isso apresentou uma quantidade elevada de acucares
redutores expressos em glicose, 0,2 a 0,4 g/g de abacaxi. De qualquer forma, o talo e a
casca do abacaxi maduro tem um teor de enzima considerdvel para recuperacdo, como &

mostrado na Tabela 2, ainda mais se tratando de residuo de muitas industrias de conservas.

Tabela 1: Dados da concentragdo das amostras de polpa do fruto, casca e talo do

abacaxi.

massa (g) Vioua (ML) Vrorar (mL) Concentracao
Fruto 1734,11 600 3420 507 g polpa/L
Casca 850,50 1000 1074 792 g casca/LL
Talo 413,54 400 980 422 g talo/L

Tabela 2: Dados de proteina total, atividade e acucares redutores.

Proteina Total Atividade Enzimdtica Acucares Redutores
(mg/L) (mg/g) (U/L)

Fruto 1127,00 2,22 1428,50

Casca 842,30 1,06 865,00

Talo 893,70 2,12 431,50

2.2. Abacaxi

2.2.1. Fruticultura Brasileira

A fruticultura brasileira cresceu consideravelmente nos dltimos dez anos, como
podemos observar utilizando os dados comparativos de produg@o dos bi€nios 1994/1994 e

2004/2005 apresentados na Tabela 3 .

FRUTA 2005 2004 1994 1995
Abacaxi 2.279 2.297 1.558 1.463
Banana 6.606 6.691 7.438 7.384
Laranja 17.998 18.270 14.213 16.004
Maca 827 973 456 432
Uva 1.133 1283 807 825

Tabela 3 - Producdo de Frutas, Brasil — 1994/1995 e 2004/2005 (1000 toneladas)
Fonte: IBGE (07/2005) Fatores de conversdo : abacaxi: 1,6 kg/fruto; banana 13kg/cacho;

maca 130gramas/fruta ; laranja 250 frutos por caixa com 40,8 kg.
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No Estado de Sao Paulo, devido aos diferentes ciclos de maturacdo (desde
muito precoces até tardias) e as diversas regides de cultivo, pode-se dizer que a época de
colheita das frutas se estende por nove meses até pelo ano todo. No caso das frutas de clima
temperado e subtropical a colheita se inicia em setembro e se prolonga até junho, enquanto

que para tropicais pode durar o ano todo.

Em razdo de sua posicdo geografica e do cultivo das variedades
especialmente criadas ou adaptadas para as condi¢cdes de inverno brando, com poucas
horas de frio abaixo de 7,2°C, a producido paulista € mais precoce que as dos estados do Sul
do Brasil, assim como de paises produtores como Argentina, Uruguai e Chile, o que traz
vantagens econdmicas, devido a auséncia de concorrentes no inicio da safra. Ao mesmo
tempo, para vdrias espécies permite-se que sejam exportadas para paises do hemisfério
Norte quando ndo ha produgdo regional tendo condi¢des de adentrarem os mercados com

reducdo ou auséncia de tarifas aduaneiras de importacao.
2.2.2. Cultivo e Colheita

O abacaxizeiro € uma planta muito sensivel ao frio, mas resiste bem a seca.
Exige, por isso, clima quente ou mesotérmico, onde ndo hd perigo de ocorréncia de
geadas. A temperatura média favordvel situa-se entre 21 e 27°C. Quando a temperatura se
mantém acima de 32°C, verificam-se danos na planta devido 2 transpiracio excessiva;
quando a temperatura cai abaixo de 20°C, a planta entra em estado de inatividade
(MEDINA, 1978). Portanto, o Brasil possui um clima muito favoravel para a produ¢do do
fruto. Na Tabela 4 podemos observar que o pafs encontra-se em segundo lugar no ranking

mundial de produg¢do do fruto, contribuindo com mais de 13% da produc¢do mundial.

ABACAXI PRODUCAO(t) PRODUCAOQ(t/ha)
Mundial 15.288.018 843.231

PRODUCAO (1) PRODUCAO (t/ha)
Tailandia 1.900.000 87.000
Filipinas 1.759.290 48.230
Brasil 1.435.190 54.683
China 1.320.000 70.500
India 1.300.000 90.000

Tabela 4: Produ¢ao mundial de abacaxi em 2005. Fonte: FAO (2005). Atualizado
em fevereiro/2005.
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Os frutos colhidos durante o verdo apresentam melhor qualidade do que os
amadurecidos durante o inverno. Aqueles se apresentam mais aromaticos € mais ricos em

sé6lidos soluveis, menos acidos e com maior conteudo de dleos volateis.

O momento da colheita depende do fim a que se destinam os frutos. Se for
para a fabricacdo de conservas, deve-se aguardar até que os frutos fiquem maduros, ou seja,
o momento em que suas qualidades organolépticas sejam Otimas. Mas, se destina-se a
exportacdo como fruta fresca, a colheita deve ser feita com antecipagdo para que sua
maturagio total ndo ocorra até o momento em que seja ofertado ao consumidor. E preciso,

contudo, neste caso, ndo colher frutos demasiado verdes.

A coloracdo da casca € habitualmente tomada como indicagdo para julgar se
um fruto estd ou ndo maduro. A madureza da polpa e a coloracdo da casca ocorrem
progressivamente, iniciando-se ambas pela base do fruto e se estendendo paulatinamente
para o apice. Tal avalia¢do, contudo, € muito mais dificil do que parece a primeira vista,
pois hd necessidade de se levar em conta o tamanho do fruto, as condicdes ecoldgicas, por

ocasido da sua maturacao e variedade do produto.

O abacaxizeiro frutifica dentro de 24 meses apds o plantio, quando as mudas
sdo do tipo coroa. De modo geral, pode-se obter 15 a 20 mil frutas por hectare, por safra,

servindo este valor como média para as variedades.

A época da colheita estd intimamente relacionada a época de plantio e ao
tipo e idade da muda. O plantio no Estado de Sdo Paulo € feito de dezembro a fevereiro, no
periodo que coincide com a colheita das frutas (época de maior produgdo) e,

conseqiientemente, época favordvel para obtencdo de mudas.

As colheitas das frutas de um abacaxizal ndo podem ser feitas por meios
mecanicos, pois as frutas ndo amadurecem todas ao mesmo tempo. Todavia, no Havai e em
outras regides onde a cultura do abacaxi € feita com alto nivel técnico, os trabalhos de
colheita sdo grandemente facilitados gracas a utilizacdo de uma esteira rolante, na qual as

frutas s@o colocadas e transportadas para fora dos talhdes tdo logo sejam colhidas.

No Brasil, o trabalho de colheita geralmente € feito com auxilio de um facao,
com o coletor tendo as maos protegidas por luvas de lona grossa. Enquanto com a mao
esquerda segura o fruto pela coroa, com a direita secciona, com o facdo, a haste a 5-6 cm

abaixo da fruta. As frutas colhidas vao sendo entregues a outro coletor, que é encarregado



10

de transportd-las em cestas até a margem do carreador. Necessita-se, em média, trés
carregadores para cada colhedor. A produtividade média € de 30.000 a 40.000
frutos/ha/ano.

Em geral, a comercializagdo do abacaxi € feita com o fruto ainda no campo,
antecipadamente e a granel. Leva-se em conta o tamanho e a aparéncia do fruto, de acordo
com os padrdes das variedades. Para os grandes mercados consumidores ao natural, seguem
os frutos de primeira qualidade, sadios e com peso igual ou acima de 1,5 kg. Os que nao
atingem esse padrdo sdao vendidos nos mercados locais, perto das regides produtoras, ou sao

destinados a industrializacao.
2.2.3. Caracterizacao da Fruta

Em vista da grande comercializagdo do abacaxi, tanto no mercado interno como
internacional, e também para a industria, e cuja producdo agricola vem aumentando de ano
para ano, os produtores devem procurar manter um padrdao de qualidade da fruta a fim de

garantir sua comercializacao.
Para isso, € necessario que sejam observadas as seguintes caracteristicas:

-COR: a cor revela nas frutas o seu grau de maturacdo, o que, apesar de ser uma
apreciacdo subjetiva, permite distinguir a qualidade do produto. O abacaxi devera
apresentar uma colora¢do uniforme, porém sem estar muito maduro, o que € indesejdvel,

tanto para a industria como para o mercado consumidor.

-TAMANHO: a uniformidade de tamanho € bastante importante, principalmente
para a indistria, onde os diferentes comprimentos e didmetros das frutas afetam a

regulagem das maquinas (ginaca, principalmente).

- SABOR: é importante conhecer a relagao Brix/acidez total tituldvel da variedade
que vai ser comercializada ou industrializada. Essa relag¢do varia de ano para ano, de acordo
com as condicdes climdticas (principalmente), e também com a estacdo do ano. H4,

portanto, grandes variacdes entre as safras de verdo e de inverno .

-FORMA: esta caracteristica afeta o descascamento mecanico e, portanto, O
rendimento, devendo ser a fruta de forma cilindrica para evitar uma perda excessiva de

polpa nessa operacdo. A variedade Smooth Cayenne de origem havaiana, apresenta frutas



11

mais uniformes e cilindricas do que a variedade Pérola (brasileira), que vem facilitar e

muito o trabalho das ginacas e um menor desperdicio de fruto na inddstria de compotas.
2.2.4. Composicao Quimica

O abacaxi apresenta uma variacdo muito grande na sua composi¢ao quimica, de
acordo com a época em que € produzido. De modo geral, a sua produgdo ocorre no verao,

sendo sua colheita uniformizada através da indu¢do quimica do seu florescimento.

Neste caso, as frutas apresentam maior teor de agtcares e menor acidez. Por outro
lado, as frutas produzidas fora de época, ou seja, as frutas temporas , apresentam alta acidez
e baixo teor de agucares, visto a produgdo ocorrer nos meses que a temperatura ambiente é

baixa .

O valor nutricional das frutas de abacaxi depende, principalmente, dos seus
acucares soluveis, das vitaminas e dos sais minerais que contém, uma vez que os teores de

proteinas e de lipideos sdo relativamente baixos.

O abacaxi € uma fruta deliciosa, muito apreciada em todos os paises tropicais; sua
polpa sucosa, saborosa e ligeiramente &4cida é muito refrescante. Ao lado das qualidades
organolépticas, que o distinguem universalmente, ha seu alto valor dietético, comparével
ao das melhores frutas tropicais. O suco de abacaxi é um alimento energético, pois um copo
do mesmo propicia cerca de 150 calorias ao organismo humano. O teor de agucares varia
em geral em torno de 12 a 15%, dos quais aproximadamente 66% sao de sacarose e 34%
de acucares redutores. As cinzas, que apresentam 0,4-0,6% do peso total, sdo ricas em
bases, principalmente em potdssio, ao qual seguem o magnésio e célcio, geralmente em
partes iguais, e essas caracteristicas permanecem em sua maioria nos residuos triturados do
abacaxi para o processamento da bromelina, sendo entdo este residuo de grande interesse

por suas caracteristicas de alta riqueza nutricional.
2.2.5. Processamento da Fruta

O comércio mundial de abacaxi in natura atingiu 700 mil toneladas, e o comércio
de abacaxi transformado em suco ou conserva € equivalente a quatro milhdes de toneladas

de frutas frescas (AGRIANUAL, 2000).

O fruto presta-se tanto para consumo ao natural como para processamento

industrial em suas mais diversas formas (pedacos em calda, suco, pedacos cristalizados,
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geléias, licor, vinho, vinagre e aguardente). Como subproduto da sua industrializacdo,
pode-se obter dlcool, acidos citrico, mdlico e ascorbico, racdes para animais e bromelina
(enzima proteolitica de uso medicinal). O talo da planta pode ser aproveitado para extragao
de bromelina, sendo também fonte de amido. As folhas podem ser utilizadas para a
obtencdo de fibras. De alto valor dietético, a polpa do abacaxi € energética (150 calorias por
copo de suco); contém boa quantidade das vitaminas A e Bl e da C, ndo contendo a D.

Contém, ainda, a bromelina que favorece a digestao.

A fruta em calda, que € o principal produto industrializado do abacaxi, ocupa,
atualmente, a segunda posi¢do em vendagem no mercado internacional, logo em seguida do

péssego em calda.

As técnicas industriais de preparo de fatias e pedacos para enlatamento siao
conhecidas internacionalmente. Linhas completamente automatizadas encontram-se em
varias fébricas espalhadas pelo mundo tais como Havai, Formosa, Filipinas, Tailandia,

Austrélia, Africa do Sul e outros paises, no mundo todo.

Essas linhas, com capacidade de 80 a 120 frutas por minuto, apresentam,

atualmente, rendimentos proximos de 46% de partes sélidas da fruta para enlatamento.
2.2.6. Produtos e Subprodutos do Processamento.

Na grande indistria do abacaxi, a industrializacdo da fruta € integrada. Isso
significa que ndo existe uma inddstria trabalhando com um ou dois produtos, mas procura-
se tirar o maximo de rendimento da fruta em relacdo ao produto principal (fruta em calda)
e aos produtos de cardter secunddrio (como € o caso do suco simples e do suco
concentrado), € mesmo os subprodutos, como € o caso especifico do suco da casca e

residuos e da ragao, esta ultima utilizada na alimentagdo animal.

O processamento tem inicio com a lavagem das frutas, que chegam do
campo em grandes recipientes ou carretas, ja desprovidas da coroa que pode ser utilizada
para o replantio da fruta. A seguir, as frutas sdo conduzidas por meio de transportadoras
para uma secdo superior onde a lavagem é completada. Um sistema de transportadores
conduz as frutas lavadas para um segundo pavimento, no qual, é feito um corte em uma das
extremidades da fruta. Essa operacdao tem por finalidade principal eliminar as partes

restantes da coroa e talo, a fim de facilitar o trabalho posterior da miquina ginaca. Essas
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partes eliminadas, seguem, por meio de um transportador, para a linha de processamento de

racao.

Na etapa seguinte, ainda no segundo pavimento, as frutas sao selecionadas
por tamanho, selecdo esta que € feita por meio de roscas sem fim, dispostas de tal forma
que permitem a classificagdo das frutas em trés tamanhos distintos: grande, médio e

pequeno.

As frutas de tamanho médio constituem aproximadamente 60 a 65% do total

de abacaxis que entram na usina de processamento.

O processo tem por finalidade dar um fluxo continuo as fases posteriores,
reduzindo assim a capacidade ociosa da ginaca. Esta miquina cujo nome foi dado em
homenagem a seu inventor o engenheiro havaiano de sobrenome Ginaca, € completamente
automatizada e de grande capacidade (80-120 frutas por minuto), executando uma série de
operagdes sucessivas, € que sdo as seguintes: - corte das extremidades, descascamento da
fruta e encaminhamento do cilindro a etapa seguinte do processamento. O equipamento
também é dotado de um dispositivo raspador, que erradica a polpa da casca e das
extremidades do fruto. A maior parte deste material erradicado (polpa erradicada) se
destina a producdo de “crush” (espécie de salada de frutas) e uma pequena parte a producao

de suco .

Nas ginacas de produc¢do mais antiga também havia um dispositivo para

remog¢ao do miolo do cilindro da fruta

Dentro de um sistema mais moderno, conhecido como “sistema de
processamento de abacaxi em dois didmetros “ da Honiron, a remocao da parte central
do cilindro da fruta ¢é feita em fase posterior. Esse sistema permite maior rendimento
industrial em termos sélidos, pois o cilindro é cortado em fatias quando ainda inteiro, isto é,
com miolo, e estas apresentam maior resisténcia mecanica a remoc¢ao do miolo, reduzindo-

se assim, o ndmero daquelas quebradas.

Nas diversas linhas de ginaca geralmente encontradas nas grandes industrias
de abacaxi do mundo, a maquina € usualmente regulada para o processamento de frutas dos

trés tamanhos anteriormente mencionados.

Pode-se entdo observar, uma boa fonte da matéria-prima a ser utilizada no

processo de recuperacdo e purificacdo de enzimas do abacaxi, visto que, uma das maiores
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dificuldades da industria de processamento do fruto € a venda do suco, obtido como
subproduto e posteriormente reprocessado, tratado, pasteurizado e embalado para
comercializacdo em um mercado que nao responde a producao de suco devido ao seu alto

custo ocasionado pelo tratamento.

Do total de frutos produzidos nos Estados Unidos da América em 2003,
aproximadamente 73% foram industrializados (FAO, 2005) e os restantes 27% consumidos
na forma fresca. Do total mundial industrializado, 46% foram comercializados no mercado
mundial, com seu valor de mercado quintuplicado gracas aos custos de processamento,

embalagem e distribuicdo.

O Brasil diferencia-se completamente dos grandes produtores e consumidores
mundiais de abacaxi, pois quase toda sua producdo é consumida na forma fresca, sendo a
quantidade industrializada insignificante (BERTEVELLO, 2001). Portanto, uma das
principais fontes de matéria prima para a extragdo de enzimas no Brasil, ndo seriam os
subprodutos do processamento e sim os residuos agricolas, especialmente a sua haste (stem)
que tem demonstrado bons resultados nos mais recentes estudos de extracdo e purificagao

(RABELO, 2004) e nas aplicacdes terapéuticas da Bromelina (MYNOTT, 1999).

Uma maneira que vem sendo estudada para a utilizacdo dos subprodutos € a
silagem dos residuos do abacaxi. A silagem de residuos industriais de abacaxi, por
apresentar caracteristicas nutricionais préximas a da silagem de milho, poderia substitui-la
como fonte de volumoso para animais em confinamento. Além da qualidade nutricional, é
um produto de baixo custo por ser considerado um residuo, diferente de outros
freqiilentemente utilizados, como por exemplo, a silagem de milho, que apresenta altos
valores no periodo de entressafra do milho, sendo que neste periodo também ha queda na
producao de forragem. Dessa maneira, o produtor passaria a dispor de mais uma alternativa
de produto, seja durante o periodo de escassez de forragem, ou como alimento para

confinamento.(PRADO et all, 2003).

A composi¢do quimica da silagem de residuos industriais de abacaxi varia em
func¢do do tipo de residuo gerado, ou seja, de acordo com o produto da industria, compondo
assim, o residuo, de diferentes partes da planta ou do fruto. RODRIGUES & PEIXOTO
(1990) utilizaram frutos descartados sem coroa, cascas ¢ miolos, como residuo ensilado, e

obtiveram valores de 12,93% de matéria seca (MS); 3,95% de proteina bruta (PB); 62,76%
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de fibra em detergente neutro (FDN) e 41,27% de fibra em detergente dcido (FDA). Em
outro trabalho, RODRIGUES & PEIXOTO (1990), utilizando outro tipo de residuo, ndo
ensilado, composto de frutos descartados, casca, miolo e coroa. Por outro lado, alguns
trabalhos t€m sido desenvolvidos com o uso de residuos de plantas de abacaxi apds
colheita. Este residuo € constituido da parte superior da planta do abacaxi apds a colheita do
fruto. MULLER (1978) observou que a composicio quimica dos residuos das plantas do

abacaxi e dos residuos da induastria de conserva € nutricionalmente diferente.

Todos estes dados reforcam a idéia que subprodutos poderiam ser usados na
alimentacdo animal, principalmente pelo fato de contribuirem para minimizar os custos de
producdo, lembrando sempre que a silagem oriunda de frutos contém alta porcentagem de
dgua, que acaba dificultando o transporte dos mesmos, devendo a propriedade localizar-se
proxima a industria geradora de residuos. Da mesma forma, este produto pode apresentar
deficiéncia em energia e proteina ou ambos, exigindo o fornecimento de uma fonte de

suplementacdo adequada (PRADO, 2003)

Segundo Prado (2003) a silagem de residuos industriais de abacaxi apresentou
composi¢do quimica e caracteristicas fermentativas (cor, odor e pH) favoraveis, podendo
ser utilizada como alimento alternativo para terminacdo de bovinos de corte, em

confinamento, sem alterar o desempenho do animal ou o rendimento da carcaca.
2.3. Consumo de Bromelina.

Para a utilizagdo de bromelina, a indistria alimenticia ndo se apresenta
como um mercado atrativo pois, vem sendo largamente utilizada a papaina no amaciamento
de carnes e a grande barreira seria romper o cartel de industrias produtoras da enzima, pois
o consumidor s6 compra a carne amaciada ou o amaciante de carnes sem preocupar-se com
o principio ativo do produto. Também, atualmente a Africa do Sul vem produzindo e

exportando papaina a precos muito reduzidos.

A industria de cervejas, onde a bromelina pode ser usada como clarificante,
aboliu a utilizacdo da mesma, alegando que esta enzima produz residuos de dificil retirada

dos tanques de armazenagem do produto.

A concentragdo principal estd na inddstria farmacéutica brasileira. Bromelina
¢ uma mistura que contém enxofre, proteina da enzima digestiva (enzima proteolitica ou

protease), obtida no caule da planta do abacaxi. Bromélia foi reconhecida como agente



16

medicinal em 1957 e, desde entdo, mais de 200 documentos integraram a literatura
medicinal. A Bromelina tem sido muito bem documentada pelos seus efeitos em todas
condi¢des inflamatdrias, além de ter sua eficdcia provada em varios outros problemas de

saude tais como: angina, indigestao e problemas respiratorios.

Introduzida pela primeira vez como composto terapéutico em 1957, a acdo da
bromelina inclui: inibicdo da agregacdo plaquetdria, atividade fibrinolitica, acdo
antiinflamatéria, acdo antitumoral, modulacdo de citocinas e imunidade, propriedade
debridante de pele, aumento da absor¢do de outra drogas, propriedades mucoliticas;
facilitador da digestdo, acelerador da cicatrizacdo, melhora da circulagdo e sistema
cardiovascular. Bromelina € bem absorvida por via oral e a evidéncia disponivel indica que
sua atividade terapéutica aumenta com as doses mais altas. Apesar de todos os seus
mecanismos de acdo ainda ndo estarem totalmente esclarecidos, foi demonstrado que é um
seguro e efetivo suplemento. A bromelina parece ter tanto acdo direta quanto indireta,
envolvendo outros sistemas enzimaticos, ao exercer seus efeitos antiinflamatorios.

(MATTOS, 2005).

A bromelina, uma protease sulfidrica presente nesta espécie, é, talvez, o enfoque
cientifico mais estudado. Isto se da pela importancia desta proteina na farmacologia, onde
foi registrada sua interferéncia no crescimento de células malignas, inibi¢cdo de coagulos,
atividade fibrinolitica e ac@o antiinflamatéria (TAUSSIG & BATKIN, 1998). O Ananas
comosus € um produto fitoterdpico com acdo mucolitica e fluidificante das secre¢des
bronquicas e das vias aéreas superiores (HEBRON, 2005). Contribui para a melhor
fluidificacdo das secrecdes mucosas do paciente, gracas as propriedades mucoliticas e
fluidificantes destas enzimas, conforme pesquisas realizadas pela Universidade Federal de
Pernambuco, Universidade de Pernambuco e Universidade Federal da Paraiba. As enzimas
bromelina, ribonuclease, glucose oxidase, invertase e diastase contidas no Ananas comosus,
catalizam a quebra de ligacOes entre as ligacdes peptidicas, pela incorporacao de moléculas
de agua, facilitando, assim a fluidificacao do muco espesso.
A bromelina € uma endopeptidase que ndo necessita de sistema precursor para
desempenhar suas atividades farmacoldgica e terapéutica. Além disso, o Ananas comosus
contém os cétions divalentes dos oligoelementos magnésio, manganés, zinco, ferro e célcio,

que atuam como cofatores nas fun¢des das referidas enzimas.
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As enzimas proteoliticas sdo aplicadas em formulagdes tépicas com a finalidade de
reduzir a espessura da camada cérnea da pele por hidrolisar, em pontos especificos, a
queratina cutanea. E um peeling mais suave e seguro, comparado aos tradicionais peelings

quimicos, e mais eficaz que os métodos fisicos comumente usados em formulagdes

cosméticas (RACINE, 2004).

A Bromelina é também usada em forma de solucdo para preparacido de suspensao

de hemdcias a ser utilizada na tipagem sanguinea .

O principal foco industrial da produ¢do de bromelina € a industria faramcéutica
que é um dos setores que mais investe em tecnologias e novos produtos, tendo realizado
uma previsdo de investimentos no periodo de 1997 — 2000 de US$ 1.300 milhoes
(ABIFARMA). Reflexos do plano econdmico, do primeiro mandato do governo de
Fernando Henrique Cardoso, que melhorou substancialmente o poder aquisitivo dos
brasileiros que estdo investindo em saude e medicamentos, o que vem refletindo no
aumento da expectativa de vida pois, segundo o IBGE, o nimero de idosos atualmente € o

dobro do registrado em 1980 (CESAR, 2000).

Ainda segundo César (2000), até bem pouco tempo atrds um novo remédio que era
lancado no mercado brasileiro ndo tinha a sua férmula protegida. Entdo, logo que era
lancado, sem protecdo legal, um concorrente logo aparecia. A protecdao legal é muito
importante na industria de farmacoldgicos pois chega-se a gastar 15 anos com pesquisas, o
que gera um investimento de capital em torno de US$ 700 milhdes . Com esta protecao

que dura 20 anos até a patente ser de conhecimento publico.
2.4. Separacio e Purificaciao de Proteinas

Muitas técnicas tem sido utilizadas para a recuperacdo e purificagdo de
proteinas e enzimas de origem animal, vegetal ou microbiana. Técnicas mais antigas como
a precipitacdo, extragdo com solventes e filtracdo geralmente tem alto poder de
concentracdo e baixa purificagdo e técnicas mais modernas com a cromatografia de
afinidade, troca ionica ou gel-filtracdo, eletroforese, extracdo em duas fases aquosas,

extracdo com micela reversa, recuperam e purificam, muitas vezes até a homogeneidade.

O processo de separacdo e purificagdo de bioprodutos, também chamado

“downstream processing”, € atualmente um segmento muito importante na industria, pois
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pode chegar a representar de 80 a 90% do custo de producdo. Portanto, o desenvolvimento

de um processo eficiente e de baixo custo é de extrema importancia (BELTER et al, 1998).

A grande questdo ao iniciar um processo de purificacdo € o grau de pureza exigido
para a proteina. Proteinas para fins terap€uticos ou de uso direto em humanos necessitam de
um alto grau de pureza, o que ndo € necessdrio para as enzimas que serdo aplicadas em
processos industriais. Em uma purificacio em larga escala, o processo normalmente
consiste de 4 a 6 etapas que podem ser divididas em dois grupos. O primeiro é formado
pelos processos de recuperagdo da proteina: separagdo e ruptura de células, separagcdo dos
fragmentos e concentragdo da proteina. No segundo grupo o objetivo € purificar a proteina,
utilizando-se das etapas de pré-tratamento ou isolamento primdrio, purificacdo de alta

resolucdo e refinamento final.

A purificacdo de proteinas encontra muitas dificuldades, do ponto de vista técnico, e
exige um elevado nimero de etapas. Por exemplo, a remog¢do dos fragmentos das células é
dificil devido ao pequeno tamanho das particulas e a viscosidade da solugdo. As etapas de
concentragdo podem levar a baixos rendimentos e reprodutibilidade limitada. Os
procedimentos de alta purificagdo, como a cromatografia, € limitado pela escala de
operagdes e pelo custo das resinas. Por isso, a extracdo liquido-liquido vem despertando
tanto interesse a fim de ser utilizada como uma etapa intermedidria de separacdo, que
substitui métodos de separacdo mais caros ou diminui o nimero de etapas de separacdo

necessdrias ao processo (RABELO, 1999).

A purificacdo e separacdo de proteinas baseadas nos principios de particdo em
sistemas de duas fases aquosas tem sido muito desenvolvido nos ultimos anos. Esta técnica
de extracdo parece ser especialmente adequada para as primeiras etapas dos procedimentos
de separacdo, mas pode substituir etapas cromatograficas ou ser aplicada antes da

cromatografia. (HUSTEDT et al, 1985).
2.4.1. Precipitacao por Etanol

A separacdo de proteinas de meios aquosos por precipitacdo € um dos métodos
mais tradicionais para a recuperagdo e parcial purificacao dessas biomoléculas. Este método
implica na alteragdo da estrutura tridimensional da proteina, desconformando-a, e pode ser
agressivo, sendo aplicado somente quando a ressolubilizacdo do precipitado € possivel. Os

precipitados de proteinas sdo agregados de moléculas protéicas, grandes o suficiente para
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serem decantados ou centrifugados. E uma técnica de féacil ampliacdo de escala e com
viabilidade para operagdo continua a custos aceitdveis para grandes volumes. Porém, é uma

técnica mais de concentracdo do que propriamente de purificacao.

A solubilidade das proteinas depende da distribuicao de grupos ionizdveis, zonas
hidrofébicas e hidrofilicas na superficie da molécula. Tais caracteristicas sdo responsaveis
por interacdes polares com o solvente aquoso, interacdes idnicas com 0s sais presentes no
meio, além da repulsao eletrostatica entre moléculas de mesma carga. A presenca de sais,
solventes organicos e o pH sdo fatores importantes na solubilidade das proteinas (SCOPES,

1994).

A adic@o de solventes organicos misciveis tais como etanol, metanol ou acetona a
um meio aquoso contendo proteinas causa uma variedade de efeitos, os quais, combinados
provocam a precipitacdo da proteina. O solvente destroi a camada de hidratacao hidrofébica
em torno das zonas hidréfobas e passa a circundar tais regides devido a maior solubilidade
destas em meio ao solvente. Com isso, as regides carregadas com carga positiva ou
negativa da superficie da proteina podem interagir, atraindo-se umas as outras, formando
agregados. As interacOes do solvente com as zonas hidréfobas internas causam uma
desconformacdo irreversivel da proteina. Isto pode ser minimizado pela reducdo da
temperatura até valores da ordem de zero ou abaixo, pois a baixas temperaturas a
flexibilidade da molécula é menor, reduzindo a capacidade de penetracdo do solvente e a
desnaturacdo irreversivel das proteinas, sendo que, os dlcoois de cadeia mais longa

apresentam maior efeito desnaturante do que os de cadeia mais curta (SCOPES, 1994).

Uma carga global préxima a zero na superficie da proteina, o que acontece no
ponto isoelétrico das proteinas (pH =pl= ponto isoelétrico), minimiza a repulsdo
eletrostdtica podendo causar precipitacao por interacdo entre as zonas hidrofdbicas, e esse
processo chama-se precipitacdo isoelétrica, e € realizado apenas com a correcdo do pH. De
modo geral, a precipitagdo por qualquer método escolhido é facilitada no ponto isoelétrico
da proteina. A adi¢do de sais neutros, principalmente (NH4), SO4 a elevadas concentragdes
1,5 a 3,0 M, reduz a disponibilidade da dgua devido a hidratacio dos ions, criando
condi¢cdes para a precipitagdo, a qual ocorre principalmente por interagdo das zonas
hidréfobas. O sal e outros precipitantes ndo provocam a precipitacao de todas as proteinas

pois o seu efeito € o de reduzir a solubilidade. Com isso, a concentragdo de sal ou solvente
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que provoca a precipitacdo varia com a concentragdo da proteina e a presenca de outras

proteinas contaminantes. Este fato é aproveitado para a realiza¢do de um fracionamento.

A precipitacdo € uma operagao unitdria muito comum, e amplamente utilizada na
separacdo de proteinas. A vantagem da utilizacdo do etanol como agente de precipitacdo
encontra-se na abundancia e baixo custo deste solvente, tornando a recuperacdo da enzima
economicamente interessante, além do fato de que o etanol pode ser reciclado ao processo
por uma operacao de destilacdo, reduzindo impactos ambientais pela libera¢ao de efluentes,
como € o caso da precipitacdo com sulfato de amoénio. As desvantagens do uso de etanol
sdo: a necessidade de operagdo em baixa temperatura para minimizar a desnaturacdo da

enzima, e o perigo de inflamabilidade deste solvente.
2.4.2 Extracao Liquido-Liquido

Uma situacdo comum na Engenharia Quimica é a separacdo dos constituintes de
uma mistura liquida homogénea composta de dois ou mais componentes. Para realizar esta
separacdo existem varios métodos cuja aplicacdo € limitada pelas caracteristicas fisicas e
quimicas dos componentes da mistura a ser separada, pelos custos do processo de separagao

e pelas condi¢des disponiveis para a implantacido do processo escolhido.

A extragdo liquido-liquido é um processo que envolve a transferéncia de massa
entre dois liquidos imisciveis. Na extracdo liquido-liquido, a separacdo de um componente
de uma solug¢ao liquida homogénea ocorre pela adi¢do de um constituinte liquido, insoldvel
ou parcialmente soluvel, o solvente, no qual o componente a ser extraido da solugdo, o
soluto, é preferencialmente soluvel. O soluto difunde-se no solvente com uma velocidade
caracteristica até atingir as concentracdes de equilibrio em cada uma das fases formadas.
Este processo de separacdo € baseado na distribuicdo do soluto entre as fases e a

miscibilidade parcial dos liquidos (RABELO, 1999).
2.4.2.1. Sistemas de Duas Fases Aquosas

Na escolha de meios de extragdo para aplicacdes em biotecnologia, varios critérios
devem ser considerados, ja4 que nesta drea alguns parametros tais quais, solubilidade e
estabilidade dos compostos sdo importantes € ndo podem ser desprezados. Entre estes

critérios deve-se citar (PORTO, 1998):

- O meio ndo deve ser toxico ao sistema bioldgico nem ao homem;
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- A recuperac¢do do bioproduto a partir do meio extrator deve ser facil;

- Deve ter baixo custo e estar disponivel comercialmente em grande

quantidade;
- Ser possivel de esterilizar;
- Ser imiscivel ou parcialmente miscivel com solugdes aquosas;

- Nao deve apresentar tendéncias de formacdo de emulsdes estdveis com

materiais biol6gicos;
- N3ao ser inflamavel.

Além disso, em processos de extracdo liquido-liquido aplicados a quaisquer
sistemas, € imprescindivel que os solventes escolhidos formem duas fases (sejam imisciveis
ou parcialmente misciveis) e tenham densidades diferentes. Além destes fatores a separacdo

entre as fases deve ser ripida.

Nos processos biotecnoldgicos, em que se opera com biomoléculas ou células,
existe um nimero muito limitado de solventes adequados a serem usados. Assim, a
introducdo dos sistemas de duas fases aquosas em processos biotecnolégicos é uma
alternativa que possibilita o emprego da extracdo liquido-liquido nestes processos, ja que
estes sistemas caracterizam-se por ajustar-se aos critérios requeridos pelos processos de

bioseparacao (MATIASSON et al, 1987).

z

O uso de solventes organicos €, normalmente, limitado pelas caracteristicas
hidrofilicas dos produtos de fermentacdo, levando a necessidade de utilizagdo de elevadas
razdes entre as fases orginica e aquosa, devido aos baixos coeficientes de particdo dos
produtos em relagdo ao solvente organico. Além disso, os solventes orginicos sao

geralmente téxicos para as proteinas e, também, provocam desnaturagdo das mesmas.

Sistemas de duas fases aquosas formam-se pela adi¢do de solugdes aquosas de dois
polimeros hidrofilicos, como PEG (polietileno glicol) e dextrana ou de um polimero e um
sal, como PEG e fosfato de potdssio. A fase mais leve € rica em polietileno glicol enquanto
a fase mais pesada é enriquecida com dextrana ou sais. Os polimeros e os sais sdo soliveis
em agua, mas sdo incompativeis entre si € se separam em duas fases (ALBERTSSON,
1986). Eles constituem um meio conveniente e adequado para a extracdo de substancias de

origem bioldgica pois a constituicao das fases, entre 70% e 90% de dgua, proporciona um
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ambiente ameno para o trabalho com compostos biologicamente ativos, preservando sua
estabilidade molecular e permitindo, assim, o seu processamento neste meio

(COIMBRA,1995).

A separagdo espontanea, em fases distintas, devido a adi¢do de solucdes aquosas de
dois polimeros foi inicialmente observada pelo microbiologista holandés Beijerinck, em
1956, ao misturar 4gar com gelatina ou amido soldvel. A fase inferior era rica em 4gar e a
superior em gelatina (ou amido). Em 1956, Albertsson constatou que sistemas formados por
polimeros soluveis e solventes organicos também possibilitam a particdo de materiais
bioldgicos, ou seja, permitiam que uma terceira substancia introduzida no sistema fosse
coletada, preferencialmente, numa das fases por ajuste de parametros fisico-quimicos.
Devido a esta particularidade os sistemas de duas fases aquosas sdao empregados no
isolamento e purificagdo de biomoléculas de importancia comercial, tais como, proteinas,
virus, fragmentos de membranas e organelas celulares. De acordo com ALBERTSSON
(1986), é possivel ter uma separacdo bastante seletiva de substdncias usando sistemas

aquosos de polimeros.

Os sistemas de duas fases aquosas formados por PEG-Dextrana- Agua e PEG-Sal-
Agua tém sido, nos dltimos anos, os mais freqiientemente estudados e utilizados para

purificacdo de um grande nimero de biomoléculas (DIAMOND et al, 1992)

ALBERTSSON (1986) reconheceu a possibilidade de utilizarem-se sistemas de
duas fases aquosas como um método de separacdo aplicado a materiais biologicos sob
condicdes que preservam a sua atividade bioldgica. Além disso, os sistemas de duas fases
aquosas sdo usados também na determinacdo de propriedades superficiais de biomoléculas,
tais como, carga e hidrofobicidade. Assim, ao lado de trabalhos no campo tecnoldgico
existe também o interesse na utilizacdo da particio como meio de preparagdo de amostras
para uso em técnicas analiticas. Para tanto, sdo aplicados os diferentes tipos de sistemas de

duas fases aquosas existentes.

A variada faixa de aplicabilidade dos sistemas de duas fases aquosas tem estimulado
o estudo a fim de estabelecer fundamentos para o trabalho com estes sistemas, além de
identificar os mais adequados para a separacdo de diferentes biomoléculas. (GUAN et al,

1993)
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ALBERTSSON (1971) comparou sistemas de duas fases aquosas com os solventes
mais convencionais, de acordo com a natureza hidrofébica, hidrofilica. A fase rica em sal é

mais hidrofilica e a fase rica em PEG( polietilenoglicol) é mais hidrofébica.

Considera-se que a separacdo de moléculas, incluindo proteinas, em sistemas de
duas fases aquosas é dependente das caracteristicas da superficie molecular dos compostos

a serem particionados tais como: carga, tamanho e propriedades hidrofébicas.

A extracdo com sistemas de duas fases aquosas oferece certas vantagens para o
processamento em larga escala. Algumas delas sdo: o elevado rendimento, a faixa de
trabalho préxima do equilibrio, a facil amplia¢do de escala (“scale up™) e o processamento
continuo. Com isto, o interesse na aplicacao de sistemas de duas fases aquosas deixou de se
restringir a biologia celular para concentrar-se na andlise dos fundamentos da separacao de
fases e da particdo de proteinas, na reducdo dos custos do processamento, no aumento da
seletividade da extracdo (por exemplo, pela adicdo de ligantes), na pesquisa de novos
componentes formadores das fases, especialmente para substituir a dextrana, que é um

componente de elevado custo, e na operagdo em multiplos estdgios (COIMBRA, 1995).
2.4.2.2. Tipos de Sistemas de Duas Fases Aquosas.

Existem vdrias substancias que podem formar duas ou mais fases aquosas ao se
misturarem. Estas substancias podem ser polimeros ou compostos de baixo peso molecular,

como 0s sais, que permitem a separacao de fases.

Os sistemas de duas fases aquosas podem ser divididos em quatro grandes grupos

(ALBERTSSON, 1986):
a) dois polimeros nao idnicos

exemplos: PEG/ficoll, PEG/Dextrana, PEG/polivinil 4&lcool, polipropileno

glicol/dextrana, metil celulose/hidroxipropildextrana, ficoll/dextrana;
b) um polieletrélito € um polimero nao idnico

exemplos: sulfato dextrana de sédio/polipropileno glicol, carboximetildextrana de

s6dio/PEG, carboximetilcelulose de sodio/ metil celulose;

¢) dois polieletrdlitos
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exemplos:  sulfato dextrana de soddio/carboximetildextrana de  sddio,

carbometildextrana de sédio/carboximetil celulose de s6dio;
d) um polimero ndo idnico e um composto de baixo peso molecular

exemplo: polipropileno glicol/fosfato de potéassio, PEG/fosfato de potassio,
metoxipolietileno glicol/fosfato de potdssio, polipropileno glicol/glicose, PEG/glicose,

PEG/sulfato de magnésio, PEG / citrato de sédio.

H4 ainda novos sistemas formados por PEG/FeSO, e PEG/Na,SO,4 que apresentam
algumas vantagens em relagdo aos sistemas com sais de fosfato e citrato, como, por
exemplo, o baixo nivel de PEG na fase salina, que reduz as perdas do PEG e facilita a
purificacdo das biomoléculas e a reciclagem do PEG. Nesse tipo de sistema foi observado
que a concentracdo de sal na fase PEG e a concentragdo na fase salina tendem a diminuir

com o aumento da temperatura (PATHAK et al, 1991).

Apesar da grande variedade de sistemas de duas fases aquosas, a quantidade de
sistemas realmente aplicdveis para extracdo liquido-liquido fica reduzida basicamente aos
formados por PEG/sal (fosfato/citrato/sulfato) e PEG/dextrana, quando se levam em
consideracdo fatores importantes do ponto de vista industrial, como custo e possibilidade de
reciclagem dos reagentes, tempo de separacdo das fases, possibilidade de esterilizacdo,
atoxicidade e faixa de aplicacdo. Devido a tais fatores, os estudos mais recentes tendem a
concentrar-se mais nesses dois sistemas, sendo o sistema PEG/sal o mais estudado devido
ao seu baixo custo e menor tempo de separacdo das fases em relacdo ao sistema

PEG/dextrana (COIMBRA, 1995).
2.4.2.3. Sistema PEG/Sal

A formacgdo de sistemas PEG/sal foi primeiro observada por Albertsson nos anos

50, mas os fundamentos tedricos ainda ndo sao bem explicados.

Eles foram introduzidos para a aplicacao pratica da separacao de proteinas em larga
escala devido a maior diferenca de densidade entre as fases, menor viscosidade e menores
custos; levando a uma separacdo mais rdpida que para os sistemas PEG/dextrana. A
aplicacdo industrial de sistemas PEG/sal foi incentivada e desenvolvida pela
disponibilidade de separadores comerciais que permitam separacdes de proteinas

continuamente e de forma mais rapida. (KULA, 1990 e FRANCO,1992).



25

Para sistemas PEG/sal, os efeitos de “salting out” parecem atuar aumentando o

comprimento da linha de amarracdo, retirando as proteinas da fase salina para a fase rica
em PEG, ou, se a solubilidade da proteina na fase rica em PEG ndo for suficiente, elas
tendem a precipitar na interface. Os limites de solubilidade e “salting out” sdo dependentes
das proteinas, portanto uma resposta diferencial € esperada quando uma mistura de

proteinas € manipulada (KULA,1982).
2.4.2.4. Polietileno Glicol

O polietileno glicol, HO-(CH,CH,),-CH,CH,OH, € um poliéster sintético neutro,
linear ou de cadeia ramificada, disponivel numa grande variedade de pesos moleculares, de
poucas centenas a milhares de daltons. Solubiliza-se em dgua e em diferentes solventes
organicos. A sua solubilizacdo em &dgua € atribuida a ligacdo das moléculas de dgua a
muitas ou todas as moléculas em torno da cadeia de polietileno. Essa ligacdo ocorre pelo
mecanismo de pontes de hidrogénio. Ligacdes deste tipo sdo relativamente fracas e podem

ser quebradas de vérias maneiras.

O PEG ¢é também conhecido pelos nomes comerciais de poliglicol E®,
carbowax E®, dependendo da empresa que o fabrica. Para pesos moleculares acima de
20000 daltons sao denominados 6xidos de polietileno, PEO. Sao fornecidos na forma de
solucdes incolores estdveis ou pastas se possuirem pesos moleculares menores que 1000.
Os de pesos moleculares elevados, acima de 1000, sdo encontrados na forma de p6 ou de
flocos brancos. Podem ser estocados a temperatura ambiente, embora a 4° C a ocorréncia de
oxidagdo em solugdes seja retardada. A oxidagdo do PEG, detectada pela diminui¢do do pH
devida a liberacdo de grupos dcidos, altera a coloragdo da solucdo para marrom

(COIMBRA, 1995).

Sendo ndo antigénico nem imunogénico foi aprovado pelo FDA, “Food and
Drug Administration”. Devido a sua capacidade de formacdo de uma camada protetora, o
PEG pode diminuir a taxa de rejeicdo de materiais em sistemas biolégicos em humanos.
Devido as suas propriedades, o PEG tem uma série de aplicagdes farmacéuticas, biolégicas
e bioquimicas. Ele pode formar um composto ativado PEG-proteina que mantém a proteina
ativa e diminui consideravelmente a reacdo imune, além de aumentar o tempo de vida de
soros sangiiineos. Ele pode ser ligado também a superficies, formando uma camada

protetora e biocompativel, para ser empregado em aparelhos de diagndsticos, substitui¢io
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de artérias e dispositivos relacionados a sangue. O “PEG protetor” pode ser usado também
para evitar a adsor¢do de proteinas em andlises bioquimicas de eletroforese por zona
capilar, que é uma importante técnica analitica empregada em bioquimica. Além disso, o
PEG pode ser usado com lipossomas para a liberacao controlada e distribuicdo seletiva de
medicamentos, pois os lipossomas sem o PEG podem ser rapidamente atacados e
eliminados do corpo humano, sem cumprir a sua func@o. Por ser solivel em muitos
solventes organicos, o PEG pode ser utilizado para solubilizar enzimas neste meio sem
desnaturd-las através da formacdo de uma camada protetora. Além disso, compostos
insoluveis em dgua podem tornar-se soliveis quando ligados ao PEG, como por exemplo

substratos de enzimas, cofatores, corantes, etc. (HARRIS, 1992).
2.4.2.5. Recuperacao de Sais e Polimeros

A possibilidade de reutilizagdo dos constituintes das fases deve ser considerada ao
se efetuar o “scale up” pois os custos dos componentes das fases aumentam linearmente

com a escala de producido (KRONER et al., 1982).

A reciclagem de PEG pode ser facilmente integrada ao processo, chegando a niveis
de recuperacdo em torno de 90 a 95% (HUSTEDT et al.,1988). As técnicas de recuperacao
de PEG mais usadas sdo a ultrafiltracdo e a extragdo com solvente organico seguida de

evaporagdo (COIMBRA, 1995).

O descarte de sais € geralmente mais probleméatico. Em sistemas contendo células,
acido nucleico, proteinas soluveis e insoluveis, a separacdo de sais da fase primdria por
técnicas de separacdo mecanica, tais como a centrifugacdo ou ultrafiltracdo é muito dificil
de ser conduzida eficientemente. A eletrodidlise € considerada um método geral para a
reciclagem de sais e para a dessalinizacdo da fase rica em PEG (HUSTEDT et al., 1988).
Sais também podem ser recuperados usando uma mistura dlcool alifdtico-sal-dgua.
Especificamente para a separacdo de fosfato de potdssio, um resfriamento abaixo de 6" C
provoca a precipitacdo do sal, possibilitando a sua reutilizacio (PAPAMICHAEL et al.,
1992, COIMBRA,1995).

GREVE & KULA (1991) recentemente estudaram maneiras de reciclar a fase
fosfato desses sistemas para minimizar a polui¢do ambiental. A reciclagem da fase fosfato

foi obtida pela sua separacdo através do uso de alcoois. O PEG da fase do topo rica em
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PEG pode também ser reciclado, como pode ser visto em alguns trabalhos de KULA E

HUSTEDT, principalmente.
2.4.3. Teoria de Formacao das Fases

Existem diversos modelos e teorias para a formagdo dos sistemas de duas
fases aquosas que tentam prever a curva binodal dos sistemas polimero-polimero e
polimero-sal. A existéncia de tantos modelos deve-se ao pouco conhecimento das misturas
liquido-liquido, principalmente de polimeros e solugdes eletroliticas. Na realidade nao

existe, até o momento, uma boa compreensdo das teorias de misturas de liquidos.

(CABEZAS Jr, 1996)

A grande maioria dos modelos estd contida em dois grupos bdsicos: um
grupo baseado na teoria da solu¢do de polimeros, e outro grupo com teorias adaptadas dos
tratamentos termodinamicos do equilibrio de fase liquida. Dentro desses dois grupos, a
modelagem de formacdo das fases pode ser dividida em quatro tipos: modelos baseados em
expansdo virial osmoética; modelos baseados na extensdo da teoria de Flory-Huggins;
modelos incorporando a teoria da equagado integral como principal elemento; modelos que
ndo se encaixam em nenhuma destas categorias, como o modelo de volume excluido.
Existe ainda, o modelo Pitzer que € o mais aplicdvel para os sistemas polimero-sal. No caso
dos sistemas polimero-sal, ainda ndo existem muitas teorias que se apliquem bem a este
tipo de sistema, pois a maioria ndo considera o efeito dos eletrélitos nas solugdes, levando a
um erro na modelagem da formacgdo das fases. Além disso, o estudo de tais sistemas ainda é

muito recente (CABEZAS Jr, 1996, WU et al, 1996, WALTER et al. 1991).

As condig¢des utilizadas para a modelagem da formacgdo das duas fases sdo a
igualdade dos potenciais quimicos de cada componente (o solvente, a 4gua, e os solutos, o
polimero ou sal) nas duas fases aquosas e o balan¢co de massa de cada componente, ambos

apos o equilibrio entre as fases (CABEZAS Jr, 1996).

O modelo de expansdo virial osmético ficou mais conhecido com o
desenvolvimento do trabalho de Edmond e Ogston. O equacionamento matematico e a
interpretacdo fisica dos pardmetros do modelo ndo sdo complicados. Existem dois tipos
diferentes de expansdo virial osmotica: uma € a teoria de McMillan - Mayer e a outra € a
teoria de Hill. Na teoria de McMillan - Mayer, o solvente € tratado como uma substincia

sem caracteristicas especiais, e, portanto considera-se somente a interacdo entre as
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moléculas do soluto, simplificando muito os mecanismos estatisticos do problema. Porém,
aqui existe a necessidade de correcdo da pressdao pois como o solvente ndo € importante, o
seu potencial quimico deve ser constante e independente do soluto e portanto a pressao nao
pode ser constante. Logo, para se utilizar esse modelo em condicao de pressdo constante,
deve-se acrescentar a pressdo osmética da solucdo. Ja a teoria de Hill ndo considera o
solvente como uma substincia secunddria e por isso os potenciais quimicos dos
componentes podem ser determinados em temperatura e pressao constantes (CABEZAS Jr,

1996).

A teoria da trelica € uma idéia de modelagem macromolecular de misturas liquidas
em termos de uma trelica de cristal. A idéia principal é que em uma trelica as
macromoléculas e as moléculas pequenas podem se distribuir e redistribuir até que todos os
arranjos ou configuracdes possam ser estudados. Basicamente é um estudo estatistico de
como essas moléculas podem ser arranjadas. A teoria de Flory-Huggins utiliza-se destes
principios. E a mais utilizada em sistemas polimero-polimero, chegando a oferecer uma
Otima aproximagao da curva binodal. A sua grande vantagem em relag@o a outras teorias é a
simplicidade aliada a qualidade de suas previsdes e correlacdes da formacgdo de fases. Nesse
modelo o sistema € representado por uma trelica tridimensional, onde cada lado €
preenchido com uma molécula de solvente ou um segmento de um dos polimeros. O
problema bdsico é obter a expressdao da energia livre de Gibbs de mistura. Existem
tentativas de adaptar esta teoria para os sistemas polimero-sal, porém estes modelos ainda

ndo estdo muito ajustados para a formacdo de fases neste tipo de sistema (CABEZAS Jr,

1996, WALTER et al, 1991, BROOKS et al., 1985, WU et al., 1996).

Outra teoria muito utilizada nos sistemas polimero-polimero, para modelar a curva
binodal, € a do volume excluido, baseada em argumentos estatisticos e geométricos: as duas
fases estdo saturadas com cada polimero, ou seja, todo o volume estd ocupado pelas
moléculas dos dois polimeros e da 4gua de hidratagcdo; a concentragdo de cada polimero em
cada fase € determinada pela quantidade de moléculas de cada polimero ajustado no

volume da fase.

A teoria geométrica estatistica aplicada em sistemas polimero-polimero considera as
seguintes hipdteses: as moléculas da mesma espécie estdo distribuidas randomicamente na
fase homogénea; a estrutura da solucdo estd geometricamente saturada em termos de

tamanho e forma de todas as moléculas do sistema; a existéncia de interacdes moleculares
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nao muda a natureza da distribuicdo molecular. A formacdo das duas fases € explicada da
seguinte forma: na situagdo monofésica, as moléculas do soluto estdo separadas e as
moléculas adicionais de soluto ainda podem ser inseridas no espaco livre que existe. No
ponto de separacao de fase, as moléculas do soluto estdo bem proximas umas das outras e a
solu¢@o ndo aceita mais moléculas adicionais de soluto. Quando a concentragdo total do
soluto aumenta, ocorre a formacdo de duas solucdes geometricamente saturadas e

estruturalmente diferentes(GUAN et al., 1994).

A teoria de Debye-Huckel € a mais adequada para os sistemas que contém solugdes
com cargas, como € o caso dos sistemas polimero-sal ou sistemas polimero-polimero com
sais. Essa teoria leva em consideracdo a distribuicdo dos fons na solucao para o calculo de
potencial quimico e é mais utilizada em solu¢cdes com concentragio idnica até 0,1 M, de
onde se obtém Gtimos resultados. A medida que a concentracio idnica aumenta, o desvio
entre os resultados tedricos e experimentais aumenta. Isso ocorre porque a teoria € precisa
apenas para solucdes diluidas, onde o comportamento eletrostatico domina. Em solucdes
concentradas, o comportamento eletrostatico € reduzido devido a presenga de muitos ions

que tendem a isolar as cargas eletrostdticas entre si (CABEZAS Jr, 1996).

O modelo virial de Pitzer € um modelo que pode ser aplicado com sucesso em
sistemas polimero-sal. Ele utiliza o excesso de energia livre de Gibbs nos sistemas
polimero-sal, combinando os parametros eletrostiticos com a equagao virial. Esse modelo é
uma extensdo do modelo de Debye-Huckel, pois além das interagdes eletrostaticas,
considera-se o efeito da forca idnica. Com a utilizagdo do termo da equagdo virial, o
modelo leva em consideracdo também os solutos ndo-eletrdlitos, como é o caso dos
polimeros, o que faz com que ele se adapte melhor aos sistemas polimero-sal (WU et al.,

1996).
2.4.3.1. Tempo de Separacao das Fases

O tempo de separacao das fases apds a mistura dos componentes depende do tipo de
sistema. Sistemas contendo PEG/sal possuem um tempo de separacdo das fases muito
menor que os sistemas PEG/dextrana devido a densidade e viscosidade do sistema. Em
sistemas dextrana/ficoll, o tempo varia de 1 a 6 horas pela acdo da gravidade, enquanto em

sistemas PEG/dextrana esse valor cai para 5 a 30 minutos, dependendo da concentragcdo e
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do peso molecular dos polimeros. Nos sistemas PEG/fosfato, o tempo de separacdo entre as

fases € inferior a 5 minutos (COIMBRA, 1995).

Outro fator que também influencia o tempo de separagdo € a velocidade de
coalescéncia das pequenas bolhas que se formam durante a agitacdo. Quando se agita um
sistema de fases de maneira a uniformizéa-lo, inicialmente ocorre a formacdo de pequenas
regides ricas em cada componente. Com o tempo, essas regides aumentam e separam-se em

duas regides distintas (BAMBERGER et al, 1985).

A posicdo em relagdo ao ponto critico também exerce influéncia no tempo de
separacdo das fases. Nos sistemas proximos ao ponto critico, o tempo de separagdo é maior
devido a uma pequena diferenca de densidade. J4 no caso dos sistemas muito distantes do
ponto critico, a viscosidade aumenta devido ao aumento da concentragdo do polimero,

tornando a separacdo de fases mais lenta.
2.4.3.2. Fatores que Influenciam no Sistema de Fases

Os principais fatores que influenciam no sistema de fases e
conseqiientemente alteram o diagrama de fases sdo: peso molecular do polimero,

concentra¢cdo dos componentes do sistema e temperatura.

Quanto maior o peso molecular do polimero, menor a concentragdo
necessdria para a formacao de duas fases. Isso significa que a curva binodal desloca-se no
sentido da regido monofésica a medida que o peso molecular do polimero aumenta. Para
um sistema polimero-polimero (PEG/dextrana, por exemplo) a curva binodal torna-se cada
vez mais assimétrica a medida que a diferenca entre os pesos moleculares dos polimeros
aumenta. O peso molecular do polimero afeta também o tempo de separacdo das fases, mas
tal problema pode ser minimizado pela centrifugacdo do sistema apds a mistura das fases
(ALBERTSSON, 1986, ALBERTSSON et al., 1994). A massa molecular afeta também o
comprimento da linha de amarragdo, que tende a aumentar com o aumento da concentragao

dos polimeros (FORCINITTI et al., 1991).

A concentracdao dos componentes do sistema pode afetar a viscosidade e a
densidade do sistema, causando diferencas no tempo de separacdo das fases e na razdo de

volumes.

A temperatura causa influéncia no diagrama de fases, pois altera a

composi¢ao das fases no equilibrio, deslocando a curva binodal, e modificando também o
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comprimento da linha de amarracdo. Em geral, o comprimento da linha de amarragcdo
diminui com o aumento de temperatura. O seu efeito varia de acordo com o tipo de sistema.
No caso de sistemas PEG/dextrana, a formacdo das fases é facilitada em temperaturas
baixas (menores que a ambiente) e para os sistemas PEG/fosfato, a situacdo € oposta, pois
temperaturas mais altas e proximas do ambiente facilitam a separacdo entre as fases.
Quando o sistema estd préximo ao ponto critico, ele € mais instdvel devido ao
deslocamento da curva binodal, podendo atingir mais facilmente a regido monofésica. O
aumento da temperatura do sistema causa ainda, em um sistema PEG/sal, aumento na
concentracdo de PEG na fase polimérica e reducio da sua concentragdo na fase salina. Esse

efeito € uma das razdes de se trabalhar com a temperatura do sistema fixa.

O pH e o tipo de cdtion também sdo varidveis que podem influenciar no
diagrama de fases. Diminuindo o valor do pH, as concentragdes necessdrias de polimero e
sal de um sistema PEG/sal aumentam, deslocando a curva binodal para a direita. Esse fato
pode ser explicado pelo aumento da razao H2P04'/HPO42‘. Para o caso do fosfato, com a
diminui¢do do pH, pois como o anion monovalente € menos efetivo no “salting out” do
PEG (fendmeno de expulsio devido ao tamanho do PEG), serd necessdria uma
concentragdo maior dos componentes para formar o sistema bifasico. No caso do tipo de
cétion, a substituicdo de fosfato de potdssio desloca a curva binodal para a direita, e
portanto a concentragdo dos componentes necessaria para a formacao do sistema de duas
fases aumenta, sugerindo que o cation sodio é mais eficiente que o cation potdssio para o

efeito do “ salting our” do PEG.
2.4.3. 3. Diagrama de Fases

A formacdo das duas fases aquosas depende da concentragdo dos componentes do
sistema. O diagrama de fases mostra a regido monofésica e bifasica de acordo com a

concentra¢cdo de cada componente expressa em % p/p.

A curva que separa a regiao de duas fases da regido de uma fase € chamada curva
binodal ou curva de equilibrio. A regido acima da curva binodal € chamada bifdsica e

abaixo monoféasica.
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Figura 1: Exemplo de um Diagrama de Fases

%p/p
Sal

A Figura 1 mostra um exemplo genérico de um diagrama de fases. A composi¢ao
inicial do sistema é dada pelo ponto M e a composicao final de cada fase apds atingir o
equilibrio é dada pelos pontos T (fase superior ou de topo) e F (fase inferior ou de fundo).
O segmento TMF € chamado de fie-line ou linha de amarracdo, e todos os sistemas cuja
composi¢do inicial estd contida nessa linha possuem a mesma composi¢ao de fases apos o
equilibrio, porém com diferentes razdes de volumes entre as fases: superior e inferior. Ja a
linha de amarracdo determinada pelo ponto N define uma nova linha de amarracdo que
aumentou proporcionalmente a concentracao entre as fases em relacao a linha de amarragao

determinada por M.

Como se pode observar, o fato de mudarmos da linha de amarracdo, definida pelo
ponto M, para a linha definida pelo ponto N, variando proporcionalmente a concentragdao
dos componentes das fases, ndo se obtém uma melhora significativa na recuperacdo e

purificacdo da proteina em estudo.
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2.4.4. Fundamentos da Particao das Proteinas

Devido a atencdo que vem sendo dada a producdo de proteinas pela engenharia
genética e o desenvolvimento da tecnologia de enzimas renovaram-se os interesses pelos
processos de separacdo de proteinas e suas descrigcdes quantitativas que servem de base
para o “scale up”. Os fundamentos de particdo de biomoléculas entre as duas fases ainda

nao sdo totalmente compreendidos.

A tendéncia de separacdo de fases apresentada por dois polimeros, quando
adicionados num solvente comum, ocorre porque a baixa concentracdo molar dos polimeros
na soluc¢do (tipicamente menos que 0,05 M) leva a um pequeno ganho de entropia durante a
mistura. Por outro lado, cadeias poliméricas tém uma &rea superficial por molécula maior
do que compostos de baixo peso molecular, tanto que as energias de interacdo entre dois
polimeros se sobrepdem a energia de Gibbs do sistema. Estes fatores levam a formacgdo de
duas fases em sistemas terndrios polimero-polimero-idgua, em baixas concentracdes de

polimeros.

A modelagem quantitativa da particdo de proteinas em sistemas de duas fases
aquosas representa um complexo problema pelo fato do comportamento do sistema
depender de vérios fatores, tais quais: tamanho da molécula, conformacgao, estrutura da
superficie, interagdes de polimeros com as cadeias de proteinas e com diferentes sais,
interacoes polimero-polimero, sal-proteina, proteina-proteina e, quando usados, as
interacoes dos ligantes com os outros componentes presentes. Estudos empiricos com
sistemas de duas fases aquosas mostraram que a distribuicdo da proteina é funcdo de

diversos fatores, como ( BASKIR et al. , 1989):

o tipo dos polimeros que formam as fases: peso molecular médio, distribui¢ao

do peso molecular, modificacdes quimicas poliméricas.

o composi¢do das fases: comprimento da linha de amarragdo, tipos de ions

presentes ou adicionados ao sistema, forca idnica.
o biomolécula: tamanho, carga, propriedades superficiais, concentragao.

o pH e temperatura.
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As condi¢Oes adequadas para a particdo devem ser encontradas experimentalmente

devido a interdependéncia dos fatores citados anteriormente.
2.4.4.1. Coeficiente de Particao

O coeficiente de particito K € uma grandeza que representa a relacdo de
concentragdo da substancia de interesse na fase superior e inferior depois de atingido o

equilibrio:
K= C/Ck equacao 1
Onde:
Cr € a concentragdo da substancia de interesse na fase superior no equilibrio
Cr € a concentracdo da substincia de interesse na fase inferior no equilibrio.

O K € uma varidvel que mede a eficiéncia do processo de separacdo da substancia
de interesse pois mostra a sua distribuicao nas duas fases aquosas. Pode ser calculado tanto
para a substancia de interesse como para os contaminantes ou proteinas totais presentes na
amostra, podendo-se comparar estes valores. O que se deseja é que os dois coeficientes
tenham uma ordem de grandeza bem distinta entre si. Como os sistemas em duas fases
aquosas sdo aplicados aos processos de separacdo em biotecnologia, geralmente as
substancias de interesse sdo produtos biotecnolégicos, principalmente proteinas e enzimas,

as quais normalmente o K estd associado.

Diversos tipos de interacdes podem ocorrer entre as substincias de interesse € 0s
componentes do sistema, tais como: interagdes de cargas, interagdes entre as pontes de
hidrogénio, for¢a de van der Waals e interacOes hidrofébicas. Portanto existe uma série de

fatores que podem influir na eficiéncia da particdio (ALBERTSSON, 1986).

Nos sistemas de duas fases aquosas, os pigmentos t€m preferéncia pela fase

superior, pois sdo substincias hidrofébicas (LAHORE et al., 1995, HUSTEDT et al., 1985).
2.4.4.2. Influéncia do Peso Molecular do Polimero e da Proteina no Coeficiente de
Particao

O peso molecular do polimero influencia o valor de K. Em um sistema PEG/sal, se
o peso molecular do PEG for elevado, a particdo da proteina serd mais favordvel a fase

salina. Caso o peso molecular do PEG seja baixo, ocorrerd o oposto, sendo a particdo
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favordvel a fase polimérica. O mesmo ocorre nos sistemas PEG/dextrana: se o peso
molecular do PEG for elevado e o da dextrana for baixo, a particdo serd favordvel a fase
contendo dextrana. Isso ocorre provavelmente devido ao aumento do efeito do volume
excluido que ocorre na fase PEG. Esse efeito € menor para substancias de baixo peso

molecular.

O peso molecular da substancia a ser separada também influencia em K, pois quanto
maior for a molécula, maior serd a drea de contato que interage com os componentes do
sistema e, de acordo com as caracteristicas da molécula e com o tipo de interagdo, ela sera
mais favordvel a uma das fases. Esse fator ¢ muito importante quando se deseja separar
duas substancias com pesos moleculares muito diferentes (JOHANSSON, 1994;

ALBERTSSON, 1986; YANG et al., 1994).

O K depende também do peso molecular da proteina. Ele diminui com aumento do
peso molecular e a magnitude dessa diminuicdo € maior para PEG com baixo peso
molecular e tende a ficar estdvel para PEG com alto peso molecular (BAMBERGER et al.,
1985, ALBERTSSON, 1986, FORCINITI et al., 1991). O tipo de proteina também influi no
valor de K, porque as proteinas sdo macromoléculas polieletrdlitas que carregam cargas
quando estdo em solugdes aquosas. As cargas dependem da composic¢ao, da seqiiéncia de
aminodcidos, e também das propriedades da solucdo aquosa, como o pH e a concentragdo

dos solutos (SCHLUCK et al., 1995).
2.4.4. 3. Influéncia do pH do Sistema no Coeficiente de Particao

Outro fator importante que influencia o K é o pH do sistema. Alterando o pH,
ocorrem mudangas na distribui¢ao de cargas da proteina. Em baixos valores de pH ocorre o
aumento da carga positiva e em valores altos de pH, da carga negativa. Trabalhando-se em
um valor de pH préximo ao ponto isoelétrico (pI), onde a somatéria de cargas da proteina €
praticamente nula, existird apenas o efeito do tamanho e concentracdo do polimero e do
tamanho e composicdo da superficie da proteina, considerando-se apenas os efeitos

eletrostaticos (FORCINITI et al., 1991).

Na particio da cutinase, o K aumenta com o aumento do pH devido ao
deslocamento da curva binodal. Além disso, aumentando o pH, a concentragdo do anion
HPO42' aumenta em relacdo ao anion H,PO4, o que aumenta o efeito do ‘salting out’

fazendo com que a cutinase migre para a fase PEG (SEBASTIAO et al., 1994)
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2.4.4.4 Influéncia das Interacoes entre a Proteina e o Sistema de Fases no Coeficiente

de Particao

Para o entendimento da influéncia de alguns fatores em K, € importante
compreender o que € solubilidade de proteinas. Uma proteina apresenta uma superficie
formada por regides carregadas positivamente e negativamente, além de possuir regides
hidrofilicas e hidrofébicas. A distribuicdo dessas regides depende do tipo de proteina. A
solubilidade da proteina € determinada pelas interacdes entre tais regides e o solvente que
estd presente no meio onde ela estd contida. A solubilidade depende, portanto, de fatores
termodinamicos que favorecem ou ndo a sua solubilidade no solvente. O aumento da
proporcao de zonas hidréfobas na superficie da proteina resulta no aumento da afinidade a
solventes apolares, como € o caso do PEG, fazendo com que esta permaneca na fase

superior.

A solubilidade das proteinas nas solucdes de PEG depende da interagc@o hidrofébica
entre a proteina e o grupo etileno do PEG. Isso pode explicar a alta tendéncia das proteinas
hidréfobas de se deslocarem para a fase superior rica em PEG. Neste caso, o PEG tende a

interagir fortemente com as regides apolares da proteina (SCHMIDT et al., 1996).

2.4.4.5. Influéncia da Concentracido dos Componentes do Sistema no Coeficiente de

Particao

A concentragdao dos componentes do sistema e, portanto, o0 comprimento da linha de
amarragdo, também afetam o K. Em sistemas proximos ao ponto critico, as proteinas em
geral apresentam uma particdo igual entre as duas fases, portanto o valor de K € igual a 1.
Com o aumento da concentragdo dos componentes, que corresponde a um aumento no
comprimento da linha de amarragao, o valor de K serd maior ou menor que 1 dependendo
do tipo de proteina. Existem exce¢Oes a essa regra, podendo ocorrer valores de K diferentes
de 1 para sistemas proximos ao ponto critico, ou K pode aumentar com o aumento da
concentragdo dos componentes até um maximo e depois diminuir. Para o caso de células ou
particulados, o K é maior para os sistemas préoximos ao ponto critico. O efeito do
comprimento da linha de amarracdo em K € maior em proteinas com alto peso molecular.
Além disso, para um sistema PEG/sal, um aumento no comprimento da linha de amarragao

leva a um aumento da concentracdo de sal na fase inferior e a um valor praticamente
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constante na fase superior, favorecendo o efeito do “salting out” da fase rica em sal para a

fase rica em PEG (BAMBERGER et al., 1985, ALBERTSSON, 1986, MINAMI, 1997).
2.4.4.6. Influéncia da Concentracio de Proteinas no Coeficiente de Particao

O K depende também da concentracdo da proteina presente na amostra. Para
determinar seu valor é importante trabalhar com concentra¢des ndo muito altas de proteinas
(de preferéncia menores que 1g/L), pois essas concentragdes podem provocar a precipitacao

da proteina devido a presenga de PEG (SCHMIDT et al, 1996).

A concentracdo de proteinas também € importante perto do ponto critico, pois ao se
adicionar uma pequena quantidade de proteina em um sistema préximo ao ponto critico, o
diagrama de fases pode modificar-se deslocando a curva binodal, como ocorre quando
adicionamos uma pequena quantidade de dgua. Com isso, o valor de K poderd mudar
(MINAMI, 1997). Quando o sistema estd afastado do ponto critico, ndo ocorre
deslocamento da curva binodal para concentracdes muito baixas de proteina, pois a
composi¢ao das fases praticamente nao se modifica com a adi¢do de proteina. Porém, para
altas concentracdes pode haver influéncia na formagao das fases que provoca redistribui¢ao
dos componentes do sistema, modificando o diagrama de fases e, conseqiientemente, o

valor de K (GUAN et al, 1994).
2.4.4. 7.Modelagem Matematica do Coeficiente de Particao

Como o valor de K depende de diversos fatores, o desenvolvimento de um
modelo para predizé-lo torna-se especifico para um tipo de sistema ou substancia. Existem
vérios trabalhos para o desenvolvimento de equacdes que possam predizer o valor de K,

mas que sao especificas (ASENJO et al., 1994; EITEMAN et al., 1994).

Segundo ALBERTSSON (1986), pode existir, na particdo de substancias,
cinco fatores diferentes que podem atuar separadamente (predominincia de um fator em
relagdo aos outros) ou em conjunto de acordo com o tipo de substincia e do sistema de

fases. Sao eles:

o Fator do tamanho, que existe quando a particdo depende do tamanho da

molécula ou da drea superficial das particulas;

o Fator eletroquimico, que surge quando o potencial elétrico existente entre as

fases do sistema € usado para separar as moléculas de acordo com a sua carga elétrica;
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o Fator de afinidade hidrofébica, que € a utilizacdo das propriedades

hidrofébicas do sistema de fase para separar as moléculas em funcdo da sua

hidrofobicidade;

. Fator de afinidade bioespecifica, que utiliza a afinidade entre os locais da

molécula como ligantes do polimero para a separagio;

7z

o Fator de conformacdo, que € considerado quando a conformagdo da

molécula é o fator predominante.
Esses fatores podem ser agrupados na seguinte equagao:
InK=InK’+1In Keteiro + 10 Kpigesp + 10 Ky + 10 Koo
Onde:
Keletro € 0 fator eletroquimico;
Kbioesp € 0 fator de afinidade bioespecifica;
Kim € o fato do tamanho;
Keonf € 0 fator de conformacao;
K" sdo os outros fatores que podem causar influéncia em K.
2.5. Planejamento Fatorial

O planejamento fatorial é uma ferramenta estatistica que vem sendo utilizada
com muita freqiiéncia em trabalhos experimentais. Consiste na realizacio de um estudo
sobre um fendmeno, que possua muitas varidveis que precisem ser analisadas de maneira
organizada, a fim de delinear um caminho que conduza ao objetivo planejado utilizando-se

de um nimero minimo de experimentos.

Por esta técnica € possivel constatar quais sdo as varidveis de maior
importancia para os resultados esperados no processo, a influéncia individual de cada uma
delas e as interagdes que estas varidveis possuem entre si, concernente a resposta global do
fendmeno. Quando rigorosamente aplicado, o método gera a possibilidade de avaliar os
erros experimentais e de regressdo e a modelagem matematica empirica dos resultados em
func¢do das varidveis escolhidas, caracterizando o fendmeno. BRUNS et al (1996), faz uma

descricao detalhada do método.
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3. INOVACAO TECNOLOGICA

3.1. Tecnologia e Inovacao

Uma das caracteristicas da sociedade moderna é sua enorme permeabilidade a
mudanca. Mas quando transformada em padrio cultural, a mudanca adquire rumo
vertiginoso e a adaptacdo ao futuro passa a ser um dos principais problemas do presente

(HABER, 2004).

A situagdo € mais grave no mundo dos negocios, onde evolugdes acontecem em

ondas sucessivas, sem tempo para que consolidemos o aprendizado de que sdo portadoras.

Segundo BATEMAN; SNELL (1998), tecnologia é a comercializagdo da ciéncia.
E a aplicacio sistemdtica do conhecimento cientifico a um novo produto, processo ou
servico. Para BULGERMAN; MAIDIQUE (1998), tecnologia refere-se ao conhecimento,
saber, habilidades e artefatos que podem ser usados para desenvolver um novo produto,

servico, sistema de producdo e sistema de entrega.

O conhecimento cientifico € resultado da pesquisa cientifica bésica e envolve
geralmente novos conhecimentos de natureza fisica, quimica ou bioldgica. O acimulo de
conhecimento resultante da pesquisa forma o substrato para as descobertas que, através do
desenvolvimento tecnolégico podem ou ndo se transformar em novos produtos, processos

ou servigos. A essa transformacao, dd-se o nome de inovacao.

Segundo BATEMAN, SNELL (1998), inovacdo € uma mudanga na tecnologia —
um abandono nas maneiras anteriores de fazermos algo. Existem dois tipos fundamentais

de inovacao: inovagao de produtos e inovagao de processo.

O aumento na utilizagdo de inovacdes vem aumentado substancialmente e
justifica-se por ser esta uma forma de obter vantagem competitiva € a mais segura
abordagem para defender posicoes estratégicas (HABER, 2004). Porém, nem sempre as
inovacdes trazem bons resultados. Muitas inova¢des falham devido a cultura e rotina das
empresas, a estruturas inadequadas e avaliagdes equivocadas (TIDD; BESSANT; PAVITT,
1997).

Quando o império comunista desmoronou, no comeg¢o dos anos 90, alguns paises
do bloco soviético, especialmente a antiga Alemanha Oriental, apresentavam indicadores

sociais incompardveis aos de paises ocidentais avangados. O grande abismo a dividir os
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dois mundos era o tecnoldgico, em especial a capacidade de inovacdo. O lado ocidental
estava prestes a entrar em uma fase vibrante que resultaria na popularizacao do computador
pessoal e na universalizagdo da internet. O lado comunista mergulhara na estagnacdo
criativa. A tensdo produzida por esses extremos seria uma das razdes do colapso do mundo
comunista. Desde entdo, a incapacidade de inovar continua sendo fator determinante para o
desmoronamento de impérios — ndo mais os politicos, mas os empresariais. "A unica fonte
de lucro, a unica razdo para investir em uma empresa € sua capacidade de inovar e se
diferenciar”, resume o americano JEFFREY IMMELT, o principal executivo da General
Electric (GE), a maior companhia do mundo em valor de mercado (370 bilhdes de ddlares)

e uma das mais criativas.
3.2. Desenvolvimento de Produtos

Anteriormente aos fendmenos da globalizacdo, informdtica e internet que deram
suporte a disseminacdo de informagdo e um maior acirramento de concorréncia, novos
produtos levavam anos para serem planejados e desenvolvidos, eram padronizados e
produzidos em massa. Os ciclos de vida dos produtos eram medidos em décadas e os
processos produtivos utilizavam equipamentos dedicados a produgdo exclusiva destes
produtos previamente padronizados. A economia em grande escala propiciava a redugdo de
custo. Porém, para os consumidores deste novo século, hd a necessidade eminente do

desenvolvimento de novos produtos.

Segundo HABER (2004) o desenvolvimento de produtos constitui, hoje, uma
corrida cujo objetivo € tornar-se o primeiro a lancar produtos inovadores, com ciclos de

vida muitas vezes medidos em meses.

Em andlise realizada pela economista Mariana Reboucas, responsavel pela Pintec,
do IBGE: "A pesquisa indica uma mudanca no patamar da competitividade da industria
brasileira. Em vez de concentrar todo o esforco em cortar custos e alterar processos de
producdo, a tendéncia é ganhar mercado diferenciando produtos", diz. "O fato de as
pequenas empresas terem puxado a taxa de inovacdo para cima, mesmo que
preponderantemente copiando produtos ja existentes no mercado, mostra que a base da
piramide da industria estd brigando para se renovar”.Na verdade, a criacdo de produtos e
processos industriais novos no mercado nacional caiu entre 2001 e 2003 em relacdo ao

periodo de 1998 a 2001(NUCCI ET ALL, 2005)
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A histéria econdmica recente estd crivada de vitimas da incapacidade de criar. Em
certos segmentos da economia, como o de tecnologia digital, a produgdo de riqueza flui
diretamente da inovagdo radical — e ndo mais simplesmente do aperfeicoamento de técnicas
e produtos ja conhecidos. H4 muito o termo inovagdo deixou de significar um estalo de
génio que produz um item campedo. Tornou-se um conceito multidimensional, que inclui
gestdo, distribuicao, marketing, design — e, portanto, saiu do gueto da tecnologia para ser o

ingrediente vital para o crescimento dos mais diversos setores econdmicos.

Qualquer que seja um novo produto, ele tem um ciclo de vida, que genericamente
pode ser considerado uniforme para os mais diversos produtos, variando na durac¢do dos

estagios.

A andlise da Figura 2 mostra a divisdo do ciclo de vida em quatro estagios:

$ A

Vendas

Introducgdor Crescimento Maturidade Declinio

Tempo

Figura 2 : Ciclo de vida de um produto. Fonte: MARTINS E LAUGENI,2003.

Introdugdo — periodo de crescimento lento das vendas a medida que o produto vai
sendo introduzido no mercado. O lucro € inexistente porque as despesas de lancamento sao

muito grandes.

Crescimento — periodo de rdpida aceitacdo do mercado e melhoria substancial nos

lucros.

Maturidade — periodo de redugdo do crescimento de vendas porque o produto foi

aceito pela maioria dos compradores potenciais. O lucro estabiliza ou entra em declinio em
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funcdo do aumento de despesas de Marketing para defender o produto contra a

concorréncia.
Declinio — periodo em que as vendas mostram forte queda e o lucro desaparece.
3.3. Lideranca Tecnologica

As inovagdes em processos podem ser sofisticadas demais para que possam ser
implementadas com sucesso e as inovacdes envolvem riscos, pois podem encontrar pouca

demanda de mercado (WRIGHT; KROLL; PARNELL, 2000).

O langamento de uma inovacao tecnoldgica implica a criacdo de uma novidade,
que contém, normalmente, novos elementos que ainda ndo sdo completamente dominados e

sobre os quais paira enorme incerteza (OLAVE; AMATO NETO, 2001).

Incerteza significa que as informacdes que o administrador possui ndo sao
suficientes para conhecer as conseqiiéncias das acdes e o risco existe quando a
probabilidade de uma ac¢do ser bem sucedida é menor que 100% (BATEMAN; SNELL,
1998).

Segundo FREITAS (1996), os riscos que uma inovagao apresenta sao, basicamente
de dois tipos: os riscos resultantes da concorréncia, dos processos de producdo e das

mudancas do mercado e os riscos resultantes dos erros de gestao.

A incerteza resultante da concorréncia € inevitdvel quando existe grande
concorréncia no mercado, pois existem situagdes em que o mercado é tdo vasto que pode

absorver a produc¢do de varias empresas, mas pode, algumas vezes, saturar-se rapidamente.

A incerteza resultante do processo de producdo ocorre quando um produto que
pareca promissor em escala de laboratério pode revelar-se invidvel devido a baixos

rendimentos, pouca confiabilidade, conquista de mercado etc.

A incerteza resultante do mercado ocorre quando a intencdo de compra
identificada no estudo de mercado revela-se diferente da decisdo de compra apds o
lancamento. Muitas vezes, a demora no lancamento dos produtos pode comprometer o

resultado.

O laboratério Aché langou em junho de 2005 o primeiro medicamento fitoterdpico
criado no Brasil com matéria-prima nacional. A companhia gastou 15 milhdes de reais no

desenvolvimento do produto. "Para nés € um investimento grande, mas a dnica forma de a
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inddstria brasileira deixar de ser importadora € sendo inovadora", diz o diretor médico do
laboratério, José Roberto Lazzarini. O principio ativo do remédio é uma erva da Mata
Atlantica, a Cordia verbenacea, ou erva-baleeira. Com ela, foi desenvolvida uma pomada
antiinflamatéria. O mercado de fitoterdpicos movimenta 21,7 bilhdes de dolares por ano no
mundo, ou 4,5% do setor farmac€utico. Com a nova pomada, o Aché quer comecar a
exportar. O laboratério fatura 680 milhdes de reais por ano e investe em pesquisa 10

milhoes de reais — 1,4% do total (NUCCI et all, 2005).

Hé também, segundo HABER (2004), a incerteza resultante dos erros de gestdao

que ocorrem devido a interpretacdo das tendéncias de mercado, a concep¢do do novo

produto, a erros na concepgao da patente e etc.

O que torna a lideranca tecnoldgica atraente é o potencial de lucros altos e as
vantagens do pioneirismo na adoc¢do da nova tecnologia. Quando a empresa adquire
habilidade de continuar inovando com velocidade suficiente, essa vantagem competitiva

pode ser prolongada.

A maioria dos estudos indica que a empresa pioneira de mercado obtém mais
vantagem, pois pesquisas tétm mostrado que os consumidores, freqiientemente, preferem

marcas pioneiras porque a experimentaram e gostaram (KOTLER, 1998).

Contudo, a inovacao tecnoldgica nem sempre conduz a vantagens imediatas e altos

lucros. A Tabela 5 mostra as vantagens e desvantagens da inovagao tecnolégica.
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VANTAGENS DESVANTAGENS
. Ser o primeiro a adotar a . Maiores Riscos
nova tecnologia . Custo de desenvolvimento de
. Pouca ou nenhuma mercado e educagdo do consumidor
concorréncia o Custos de infra-estrutura
o Maior Eficiéncia o Custos de aprendizagem e
. Maiores margens de eliminacdo de defeitos
lucro . Possivel canibalizagdo dos
. Reputacado de Inovador produtos existentes
. Estabelecer barreiras de . Vantagens da lideranga
entrada tecnoldgica
. Ocupar os melhores
nichos do mercado
. Oportunidades de
aprender

Tabela 5: Vantagens e desvantagens da lideranga tecnoldgica
Fonte: BATEMAN; SNELL (1998), adaptado por HABER (2004).

O principal atrativo de ser o primeiro a adotar a nova tecnologia € o potencial de
lucratividade, pois a inexisténcia ou pouca concorréncia pode possibilitar, inicialmente, a
fixacdo de um preco de venda mais alto. Normalmente, a lideranga tecnoldgica aumenta a
eficiéncia em relacdo aos concorrentes e isso alcanga uma vantagem de custo, podendo, se
necessario, fixar precos de venda mais baixos. Patentes e outras barreiras institucionais
podem ser utilizadas para bloquear os concorrentes € manter a lideranca tecnoldgica. O
lancamento inicial do produto possibilita a ocupa¢do dos melhores nichos de mercado.
Precos e lucros maiores podem pagar os custos de desenvolvimento de novas tecnologias.
A reputacdo de um ser inovador pode criar uma vantagem competitiva continua e ainda
influenciar outros produtos da empresa (HABER, 2004). O aprendizado que a inovagao traz
a empresa é muito significativo, pois enquanto os concorrentes podem ser capazes de copiar
ou adotar uma nova tecnologia, as pequenas melhorias que a lideranca tecnoldgica traz sao

dificeis de alcancar.

BUZZEL; WISERMA (1981) constataram que as empresas que apresentam
ganhos de mercado superaram seus concorrentes com o langcamento de produtos novos em

seu portfolio ou com o aumento de produtos em suas linhas tradicionais.
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3.4. A Adocao de uma Nova Tecnologia

A dimensdo mais importante em uma tecnologia € seu valor competitivo, uma vez
que uma nova tecnologia pode modificar completamente as regras da concorréncia dentro
de um setor industrial. Os problemas que se apresentam sdo: qual a tecnologia a ser

utilizada, qual seu custo, qual seu beneficio e quando adoti-la.

As tecnologias atuais podem ser divididas em quatro categorias (BATEMAN;

SNELL, 1998):

. TECNOLOGIAS DE BASE: sdao aquelas comuns. Elas

podem oferecer pequena vantagem competitiva.

o TECNOLOGIAS CHAVE: sdo eficazes e fornecem uma
vantagem estratégica porque nem todos as utilizam. O conhecimento e a

disseminagdo dessas tecnologias sdo limitados.

. TECNOLOGIAS JOVENS: ainda ndo tiveram seu valor
provado, mas possuem potencial de alterar as regras da competicdo, por

fornecerem vantagens significativas.

) TECNOLOGIAS EMERGENTES: estaio ainda em

desenvolvimento e ndo estdo comprovadas.

Uma organizacao deve avaliar sua necessidade tecnoldgica através da andlise das
tecnologias atuais utilizando-se do benchmarking e do scanning (BATEMAN; SNELL,
1998).

O benchmarking é uma técnica largamente utilizada no campo empresarial e foca
o que estd sendo feito atualmente, basicamente as tecnologias chaves e algumas tecnologias
jovens. Benchmarking é o processo de comparar as préticas de uma organizacdo com as de
outra organiza¢do.A possibilidade de se realizar um benchmarking de tecnologias pode
variar em fun¢do do setor que a empresa atua. Em alguns casos, o caminho mais utilizado é

0 benchmarking internacional, ou seja, a importacdo de novos processos tecnoldgicos.

O scanning é pesquisa de fontes de novas tecnologias. O seu foco sdao as

tecnologias jovens e tecnologias emergentes
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As fontes de fornecimento de tecnologia sdo muito diferentes, dependendo do
setor em que a empresa atua e incluem fornecedores, fabricantes, usudrios, outros setores

industriais, universidades e governo.

As grandes empresas competirdo pelas novas idéias geradas pelas pequenas
empresas e estas precisardo do capital, dos recursos de producgdo e distribuicao das grandes
(HABER, 2004). Para DAUSCHA (2005), torna-se cada vez mais necessario aproximar os
empresarios das instituigdes de pesquisa do pais, de forma a criar um ambiente inovador.
Segundo ele, as empresas com mais de 500 funciondrios sdo as que apresentam as maiores
taxas de investimento em P&D. DAUSCHA (2005) acredita que a inovag@o nas empresas
menores vai ocorrer no momento em que elas tiverem uma visdo mais abrangente do
mercado e conseguirem evoluir nas técnicas de gestdo industrial e de fabricagdo. “Para isso,

elas precisam ser ajudadas”.

Em média, os empresdrios que trabalham com pesquisa e desenvolvimento ndo
aplicam mais que 0,64% de seu faturamento em inovacdo, seja na melhoria de seus

produtos ou na compra de equipamentos.

Os dados foram apresentados por Ronald Martin Dauscha, presidente da
Associagdo Nacional de Pesquisa, Desenvolvimento e Engenharia das Empresas Inovadoras

(ANPED).

A Lei de Inovacdo representa um grande avanco no setor, pois permite as
empresas inovadoras abaterem no Imposto de Renda, por exemplo, 160% do total investido
em pesquisa e desenvolvimento (P&D), podendo chegar a 200% caso apresentem, em seus

quadros, mestres e doutores, além de produtos patenteados (DAUSCHA, 2005).

O custo de desenvolvimento interno de um produto novo pode alcancar valores

muito elevados (KOTLER, 1998).

O meio ideal para uma empresa crescer mais rapidamente é a compra de
tecnologia, principalmente se ndo se dispde de recursos financeiros suficientes (HABER,
2004). Em politicas de compra de tecnologia, a atitude basica mais difundida é comprar o
maximo de patentes e licengas, estejam ou ndo relacionadas com tecnologias de ponta. Esta
atitude foi muito utilizada pelo Japao no inicio dos anos 70 e ainda persiste atualmente, pois
15% das suas inovagdes sdo baseadas em invencdes estrangeiras. Na Grd Bretanha este

nimero é de 12% e 7% nos Estados Unidos (VICO MANAS, 2001).
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Ainda segundo VICO MANAS ( 2001), o processo de escolha de uma tecnologia

no Brasil segue o processo utilizado em outros paises, porém as empresas ainda nao
investem muito em desenvolvimento das proprias tecnologias, sendo mais usual a compra
de tecnologia. Segundo DAUSCHA (2005), apenas 30% de todas as empresas brasileiras
fazem algum tipo de inovagao, sendo os setores de informadtica, eletronico e quimico os que

mais inovam.

Admitindo-se que a inovagdo é fundamental para a capacidade competitiva das
empresas em longo prazo e que uma parcela significativa das empresas t€ém consciéncia
deste fato, DACORSO; YU (2000) questionam o motivo das empresas relutarem em se
decidir pela inovacdo. Uma das razdes, segundo MATHESON (1998), o fato deve-se a
complexidade das decisdes, pois afetam todo o ambiente do negdcio e sdo particularmente

dificeis, devido as muitas incertezas que os cercam.

Para CLEMEN (1996), a tomada de decisdo na drea de inovacdo € uma tarefa

bastante dificil, pois depende de quatro fatores, basicamente:
a)a propria complexidade do problema que envolve a decisdao
b)a incerteza a uma tomada de decisao
c)a existéncia de multiplos objetivos

d)diferentes perspectivas do problema
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4. CUSTOS

Contadores definem custos como um recurso sacrificado ou renunciado para
conseguir um objetivo especifico. Um custo normalmente € medido como a quantidade a
ser paga para adquirir bens ou servigos. Um custo real (HORNGREN, 2004) é o custo

incorrido em comparacao a um custo or¢cado ou previsto.

Para dirigir suas decisdes, os investidores querem saber quanto um determinado
produto, processo ou servigo especifico custa. Este produto € chamado de objeto de custo
que pode ser considerada como qualquer elemento para o qual a medida de custos e

desejada.

Segundo HORNGREN (2004) um sistema de custeio tipico justifica custos em dois
estdgios bdasicos: acimulo seguido por apropriacdo. O acumulo € a coleta de dados, de

alguma forma organizada, por meio de um sistema de contabilidade.

Para CHALOS (1992), os métodos de custeio padrio sdao comuns na
fundamentagdo dos sistemas de controle das empresas. Porém, os sistemas nao sao estaticos
e devem ser revisados e adequados de acordo com a produgdo e o ciclo de vida dos
produtos. Além dos processos de melhoria continua que visam reorientar as formas de

trabalho, reduzindo assim seus custos.

O custo representa um sacrificio de recursos. O preco de cada item mede o sacrificio
feito para adquiri-lo. Independente de ser pago imediatamente ou no futuro, o custo de um

item € estabelecido pelo seu preco.
4.1. Custos Diretos e Custos Indiretos

Os custos diretos de um objeto de custo sdo relativos ao objeto de custo em
particular e podem ser rastreados para aquele objeto de custo de forma economicamente
vidvel. Sao relacionados diretamente ao objeto representando insumos fundamentais para a

producdo ou confeccao do objeto.

O termo rastreamento de custos € usado para descrever a apropriacdo de custos

diretos para o objeto de custo em particular (HORNGREN, 2004).

Os custos indiretos sdo relativos ao objeto de custo em particular, mas ndo podem
ser rastreados de forma economicamente vidvel (HORNGREN, 2004). Os insumos que

compdem os custos indiretos de fabricacdo sdo indispensdveis para a producdo e
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composi¢do do produto, porém ndo acrescem valor direto ao objeto. S@o as atividades como
a de supervisdao que tem suas despesas relativas ao objeto, porque a supervisao € necessaria
para administrar a producdo e a venda do objeto de custo. A supervisdo pode ser
considerada indireta, pois a atividade pode ser realizada em mais de um produto.
Diferentemente do consumo de matéria-prima, um custo indireto apresenta maior
dificuldade de rastreamento. O termo apropriagdo de custos € usado para descrever a

distribuicao dos custos indiretos para um objeto de custo em particular.
4.1.1. Fatores que Afetam as Classificacoes de Custos Diretos Indiretos

Virios fatores afetam a classificacdo de um custo como sendo direto ou indireto

(HORNGREN 2004).

Quanto maior a quantia de um custo, mais provavel é que seja economicamente
vidvel rastrear aquele custo para um objeto em particular. Determinadas quantias destinadas
a divulgacdo ou apresentacdo de um produto representam uma pequena parcela diante dos

custos efetivos do objeto a ser fabricado.

Melhorias na tecnologia de coleta de informacdes e a velocidade de transmissao das
mesmas estdo fazendo com que seja possivel considerar um nimero cada vez maior de
custos como custos diretos. Segundo HORNGREN (2004) muitas pecas de componentes
tem um cédigo de barra que pode ser escaneado em todos os pontos do processo de
producdo. Os cédigos de barra podem ser lidos para um arquivo de custos de produgdo, da
mesma maneira ripida e eficiente que os caixas de supermercado entram com o custo de

cada item comprado por um cliente.

Classificar um custo como direto é mais ficil se a instalacdo de uma empresa (ou
alguma parte dela) for usada exclusivamente para um objeto de custo especifico, como um

produto especifico, ou um cliente em particular.

Sistemas de custeio registram os custos de recursos adquiridos e rastreiam como sao
entdo usados. O registro dos custos de recursos adquiridos e usados permite a observagao
do comportamento dos custos. Encontram-se dois tipos basicos de padrio de
comportamento de custos em muitos sistemas contdbeis: o custo varidvel muda no total em
propor¢do as mudancgas no nivel relativo de atividade ou volume total. O custo fixo
permanece inalterado no total por um dado periodo de tempo, apesar de mudangas amplas

no nivel de atividade ou volume total. Custos sao definidos como sendo fixos ou variaveis
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com respeito a um objeto de custo especifico e por um dado periodo de tempo. Segundo
HORNGREN (2004) as pesquisas praticas empresariais indicam que a identificagdo de um
custo como varidvel ou fixo ajuda na previsdo dos custos totais e na tomada de decisdes

administrativas.

CHALOS (1992), salienta que o sistema de custeio padrao tem sido deficiente nas
trés areas de gerenciamento de custos: matéria-prima, produtos em processo e produtos

acabados.

A qualidade da matéria prima afeta diretamente o custo do produto. Segundo
CHALOS (1992) muitos estudos realizados nos Estados Unidos demonstram a grande
quantidade de defeitos encontrados em componentes adquiridos de fornecedores europeus e
japoneses mesmo as empresas americanas especificando os padrdes de qualidade exigidos
em seus contratos. Para minimizar os problemas os processos de inspecdo de matéria prima
sdo comumente utilizados adicionando um custo indireto a matéria-prima, insumo

apropriado como custo direto.

O material em processo € custeado por diferentes indices. Alguns sdo focados por
unidades equivalentes e outros ainda por produtos acabados por periodo. Os sistemas
produtivos de tecnologia mais avancada como os de manufatura celular, resultam num
maior rateio de custos indiretos dos materiais em processos entre os departamentos e ainda
aumenta a qualidade, a flexibilidade e a velocidade de produgdo. As novas formas de

producido tém influéncia importante no inventario e controle dos produtos em processos.

Uma forma importante, porém cansativa, de calcular o custo de bons produtos
acabados, € o célculo do custo por unidade de cada uma das familias de produtos. Sao
incluidos os tempos de ciclo de producdo e os custos de material em processo sao
minimizados. A metodologia tradicional dos custos concentra-se muito mais nas variagoes
de custo da matéria prima do que no controle dos custos gerados pelos produtos em
processo. Esta metodologia gera uma subestimativa dos custos tracados por linha de
produtos gerando diferentes niveis de qualidade nos produtos acabados. Com isso 0s
produtos tém seu ciclo de vida reduzido e os custos com a obsolescéncia dos equipamentos
aumenta. Como resultado, pode-se observar que os sistemas de custos sdo deficientes para

adequar verdadeiramente os custos dos produtos acabados.
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4.2. Fixacao do Preco de Venda
E generalizada a idéia de que uma das finalidades da contabilidade de custos é o

fornecimento do preco de venda.

Para administrar precos de venda, é necessario conhecer o custo do produto; porém
essa informacdo, por si s6, embora seja necessdria, ndo € suficiente. Além do custo €
preciso saber a elasticidade da demanda, os precos dos produtos concorrentes os precos de
produtos substitutos ou similares, e tudo isso depende também do mercado em que a

empresa atua, que pode ir desde o monopdlio até a concorréncia perfeita.

Segundo MARTINS (2003), o importante é que os sistemas de custos produzam
informacdes tteis e consistentes com a filosofia da empresa, particularmente com a sua

politica de precos.

Considerando-se esses aspectos citados, os precos podem ser fixados: com base nos

custos, com base no mercado ou numa combinagao de ambos.
4.2.1. Formacao de Precos com Base em Custos

Nesta forma de calcular precos — de dentro para fora -, o ponto de partida é o custo
do bem ou servico apurado, segundo os critérios de custos de fabricacdo. Sobre este custo
agrega-se uma margem, denominada markup, que deve ser estimada para cobrir os gastos

nao incluidos no custo, os tributos e comissdes incidentes sobre o preco e o lucro desejado

pelos investidores (MARTINS, 2003).

Segundo BERNARDI (1998), o markup a utilizar serd estruturado conforme a
incidéncia de impostos, as despesas varidveis de venda, a inclusdao de despesas operacionais
e o lucro desejado de venda, observadas as circunstancias e interesses mercadologicos e
financeiros. O preco formulado com markup é um referencial a ser analisado e nao mais

uma imposi¢do do mercado.
Numa situagdo bastante simples, MARTINS (2003), apresenta os seguintes dados:
e Custo unitdrio: $8
e Despesas Gerais e Administrativas: (DGA): 10%
e Comissoes dos Vendedores (COM): 5%

e Tributos (IMP): 20%
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e Margem de lucro desejada (MLD) : 5%

O markup seria entdo a somatdria destes itens e portanto seu total seria de 40%

sobre o preco de venda bruto.
O preco de venda (PV) serd o custo acrescido de 40% do PV
PV=$8 + 0,4 PV
PV - 0,4PV = $8
PV =$13,33
Por este método o prego de venda seria fixado em $13,33.

Esse preco seria, entdo, uma referéncia, sujeita a ajustes — para mais ou menos-de
acordo com as condi¢des de mercado e com as negociacdes especificas com cada cliente

(MARTINS, 2003).

O preco, sendo um componente do composto mercadolégico, € fundamental para a

estratégia de vendas da empresa.

Assim, ¢ muito importante que a empresa, uma vez definida sua politica de
vendas, considere o preco como fator competitivo em suas politicas, de modo atingir seus
objetivos e isto estd intimamente relacionado aos custos e a estruturacdo do markup.

(BERNARDI, 2003)

4.3. ANALISE ECONOMICA DE PROJETOS

Tomando por base os dados técnicos dos processos desenvolvidos, partir-se-a
para a andlise de viabilidade econdmica que essencialmente avalia os beneficios e
custos dos projetos, reduzindo-os a uma medida comum. E tendo-se mais de uma
alternativa econdmica, ha a necessidade de comparé-las a fim de selecionarmos a mais

conveniente para o problema em questao.

Se o problema for escolher um equipamento, deverd ser escolhido aquele que

oferecer o menor custo.
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Se o problema for selecionar um investimento, deverd ser escolhido aquele
que oferecer maior rentabilidade. Quando se tratar de avaliagdo de custos, deverd ser

escolhida a alternativa que apresenta menor custo (HIRSCHFELD, 2000).
Os principais métodos de andlises de alternativas econdmicas sio:
1) Método do Valor Presente Liquido

Tem como finalidade determinar um valor no instante considerado inicial
(data zero). Este valor € obtido utilizando a taxa de juros s mercado ou taxa minima de

atratividade.
2)  Método do Valor Futuro Liquido

Tem por finalidade determinar um valor no instante considerado final,
partindo-se de um fluxo de caixa. Para obter-se esse valor, utiliza-se a taxa de mercado

ou taxa minima de atratividade.
3) Método do Valor Uniforme Liquido

Quando se trata de um investimento que apresenta diferentes valores, podem-
se transformar tais valores em uma série uniforme equivalente que auxiliard na andlise
de alternativas econdmicas. Para a transformacdo dos valores € utilizada a taxa minima

de atratividade.
4)  Meétodo da Taxa de Retorno

Quando investimos em um bem, seja uma aplicacdo financeira ou um
empreendimento, fazemo-lo, movidos pelo desejo de receber, em devolug¢do, uma
quantia que, em relacdo a quantia investida, constitui uma parcela porcentual
denominada taxa de retorno. Quando esta parcela € superior a taxa minima de

atratividade o projeto € considerado vantajoso.
5) Método do Prazo de Retorno ou Prazo de Recuperagdo do Investimento

Fornece o nimero de periodos do fluxo de caixa, nos quais a somatdéria dos

beneficios se iguala a somatdria dos custos. E também denominado “payback”.

Esse método pode ser considerado de duas formas, com juros nulos e com
juros reais. Para utilizacdo deste método, desprezam-se os valores residuais do bem,

existente no final da vida util.
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6) Método do Beneficio-Custo

E empregado em maior escala na andlise de obras publicas, onde o prazo de
duragdo é geralmente muito grande e a conceituacdo de beneficios €, as vezes, mais
delicada do que em investimentos privados. A relagdo beneficio-custo (B/C) tem como

finalidade unica verificar se a alternativa analisada € viavel ou nao.

Beneficios sdo as avaliacdes especificas de receitas, faturamentos, dividendos
e tudo mais que tende a beneficiar o empreendimento previsto. Os beneficios podem

ser tangiveis ou intangiveis (HIRSCHFELD, 2000).

Beneficios Tangiveis: sdo aqueles que podem ser expressos em valores
econdmicos com relativa facilidade, visto seguirem um raciocinio simples e 16gico em

que todas as varidveis sdo determinadas com simplicidade.

Beneficios Intangiveis: Sdo aqueles que ndo podem ser expressos em termos
econdmicos com relativa facilidade, visto suas determinagcdes serem objetos de
apreciacdes subjetivas que necessitam embasamentos bem estruturados para ndo serem

refutados (HIRSCHFELD, 2000).
Segundo CHALOS (1992), os beneficios podem ser classificados em:

Estratégicos: Satisfacdo do cliente, penetracio em novos mercados,

desenvolvimento de uma tecnologia, transferéncia de tecnologia;
Quantitativos: rentabilidade, utiliza¢ao da capacidade ociosa;
Qualitativos: reputacdo, estabilizacao da forga de trabalho.

A mensuracdo destes beneficios ¢ muito complexa, principalmente quando
envolve tecnologias avancadas, tais como automacdo ou mudanga de processos.

(CHALOS, 1992; HABER, 2004)

Segundo Chalos (1992), alguns dos custos e beneficios podem ser facilmente

identificaveis, tais como:
e Reducdo dos custos diretos de fabricacdo;
e Aumento dos custos indiretos de fabricacio;

e Reducdo de estoques de material em processo;
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e Reducido dos tempos de parada de mdquinas e conseqiiente aumento da

capacidade produtiva.

Porém, alguns custos ou beneficios, tais como reputacdo tecnoldgica, participagao
do mercado, inovagdo tecnoldgica, confianga no produto podem nao ser mensurdaveis na
andlise de investimento a ser realizado. Segundo HABER (2004), e CHALOS (1992),

quanto mais avanc¢ada for a tecnologia, maior a dificuldade de se quantificar os custos.

Muitas empresas, quando decidem investir em tecnologia avancada, enfatizam
mais os fatores qualitativos do que os quantitativos, mesmo que eles sejam valores dificeis

de apurar (CHALOS, 1992).
4.3.1.Avaliacao de Projetos de Inovacao Tecnologica

Quando sdo analisados os investimentos em tecnologia avancada, devem ser

considerados os aspectos quantitativos, qualitativos e estratégicos do investimento.

A andlise de projetos de tecnologia avancada pode utilizar-se de outros métodos
que suplementam a andlise do valor presente liquido, pois hd grande dificuldade em

analisar matematicamente dados que medem diferentes atributos.
4.3.2. Modelo de Decisao por Miltiplos Atributos ou de Pontuacao

E utilizado quando € necessdrio encontrar a correlacdo matemdtica de dados
quantitativos, qualitativos e estratégicos ndo comparaveis. Segundo CHALOS (1992), este
método € mais preciso que as técnicas de andlise por custos e beneficios, pois atribui pesos

relativos a todos os atributos de decisio.
Metodologia de Aplicacao (HABER, 2004):

e Um conjunto de atributos estratégicos, qualitativos e quantitativos

necessarios para analisar o projeto € coletado.

e (ada atributo recebe um peso relativo baseado no sucesso da empresa no
mercado, perfazendo um total de 100. Esse peso pode ser obtido através do
consenso entre as pessoas chave dos departamentos envolvidos no

Processo;

e Atributos estratégicos, qualitativos e quantitativos devem receber um valor

em uma escala pré-determinada, por exemplo, de 1 a 5;
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e E incorporada a confianca ou certeza de que o projeto terd éxito. Esta
incorporacdo € feita através da probabilidade, por andlise subjetiva, ou

estatistica, de ser atingida a meta escolhida naquele atributo;

e Os resultados finais, obtidos através da somatéria do produto das colunas

(peso x valor x confianga) € a pontuagao final do projeto.

Segundo HABER (2004) esse modelo é o mais apropriado para investimentos em
tecnologia avancada, pois incorpora fatores qualitativos e estratégicos ndo capturados nos

métodos tradicionais de analise financeira.

A Tabela 6 mostra um exemplo de aplicacdo de um modelo de pontuacdo para

avaliacdo de projetos.

ATRIBUTO PESO | VALOR | CONFIANCA | PRODUTO
1. Estratégico
Reputacgdo tecnoldgica 12 4 1,0 48
Participag¢do e mercado 10 2 0,8 16
Posi¢ao Competitiva 14 3 0,7 29
Inovacdo de Produtos 8 4 1,0 32
2. Quantitativo
Valor Presente liquido 30 4 0,9 108
Prazo de retorno 10 2 0,8 16
3. Qualitativo
Diversidade de produtos 4 4 1,0 16
Confian¢a do Produto 3 4 1,0 12
Tempo de resposta 3 1 1,0 3
Numero de partes 4 0 0,8 0
Medidas em tempo real 2 5 0,9 9
Total 100 289

Tabela 6: Exemplo de aplicacao de um modelo de pontuagdo para avaliagdo de projetos.
Fonte: HABER (2004)

Segundo HABER (2004), o método de Decisdao por Miltiplos Atributos ¢ um
método que, em seu conceito, sintetiza razoavelmente varios outros métodos que sao
normalmente utilizados em andlise de viabilidade econdmica de projetos. E abrangente o
suficiente para permitir uma visdo geral de todos os fatores envolvidos na andlise de
viabilidade de projetos e aborda diferentes aspectos para a avaliacio de projetos de
inovacdo tecnoldgica. E utilizado quando existem diversos projetos entre os quais deve-se

escolher em quais investir.
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4.4. Analise Linear de Equilibrio
A andlise de equilibrio tem como objetivo a verificacdo de um ponto em que duas
alternativas, fungdes de um mesmo parametro e comparadas em idénticas condi¢des de
instantes e prazos, apresentam o mesmo valor. Tal ponto é chamado de ponto de equilibrio

(breakeven point).

Pela defini¢do apresentada por HIRSCHFELD (2000), a anélise de equilibrio ndo se
prende, somente a estudos de comparacao entre receitas e despesas com a determinacdo do

ponto em que ambos os valores sdo iguais e a partir do qual comega a haver lucro.

De forma geral, as andlises que procuram determinar o ponto de equilibrio
consideram as duas linhas, representadas por duas equagdes lineares que devem representar

o fluxo de caixa de cada uma das alternativas em estudo.

Na fase de planejamento, tais consideracdes retilineas podem ser consideradas
perfeitamente normais, HIRSCHFELD (2000), e virtude de informa¢des mais detalhadas e
confidveis e que, eventualmente, poderiam demonstrar que aquelas linhas retilineas

poderiam ndo sé-las.

As conclusdes obtidas a partir de uma andlise linear de equilibrio sdo bastante
confidveis e aceitdveis na fase de planejamento. Posteriormente, na fase de
acompanhamento do desempenho, com os informes reais coletados, pode-se obter uma
maior exatiddao das curvaturas das linhas que se cruzam, apresentando entdo um ponto de
equilibrio que poderd ndo coincidir com aquele determinado na fase de planejamento, mas
de forma significativamente préxima desde que ndo hajam grandes varia¢des de mercado e
que a andlise dos custos tenha sido realizada com rigor. Os elementos entdo colhidos
poderdo fornecer outras conclusdes que, igualmente, como na fase de planejamento, serdo

uteis para a tomada de novas decisdes.(HIRSCHFELD,2000)

4.4.1. Ponto de Equilibrio entre Receitas e Despesas

De modo genérico, um fluxo de caixa apresenta as seguintes contribuicdes:
investimento inicial, receitas operacionais, despesas operacionais e valores residuais dos

equipamentos.
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Nao € escopo deste trabalho o aprofundamento especifico na técnica da
Contabilidade de Custos, onde as receitas e despesas podem ser classificadas de diversas

maneiras.

A abordagem ater-se-4 a classificacdo em que os custos, ou despesas sao
classificados em fixos e varidveis em funcdo de determinadas premissas, cujos critérios

utilizados podem, eventualmente, variar entre varios classificadores.

A premissa, em geral adotada, é a de custo fixo e varidvel quando seu valor,

respectivamente, ndo aumenta em fun¢do de uma producao.

Como custos fixos podem ser citados: despesas administrativas, impostos e taxas

fixas, aluguel, pesquisas seguros, propaganda, despesas de condominio, encargos e salarios.

Como exemplos de custos varidveis podem ser citados: direitos autorais de
tecnologia, desperdicios, despesas com embalagens, manutencdes, matéria prima de

produtos vendidos e comissdes de vendas.

Existem custos cujas classificacdes em fixos ou varidveis depende muito da
sensibilidade da interpretagcdo, ao se analisar o seu valor, tipo, tamanho ou outro elemento

influente.

HIRSCHFELD (2000) afirma que nesta interpretacdo € que reside grande valor,
pois a classificagdo certa das despesas fixas e varidveis pode determinar um preco de venda
conveniente em determinadas situagdes excepcionais, quando for necessdrio estudar

profundamente um prego especial a fim de ndo se perder a oportunidade comercial.
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5. MATERIAIS E METODOS

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Bioquimica da Faculdade
de Engenharia Industrial - FEI. Foram utilizados abacaxis de variadas espécies adquiridos

no mercado. Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.
5.1. Extracao por Batelada.
5.1.1. Preparo da Amostra

As amostras foram preparadas com abacaxi de diversos tipos, encontrados em
mercados e, exceto a coroa, foram triturados e filtrados eliminando as fibras, e
armazenados, a temperatura de — 18° C. Para os ensaios as amostras foram descongeladas e
utilizadas no mesmo dia. Caso a quantidade de amostra descongelada ndo fosse utilizada,
era novamente congelada. A Figura 3 demonstra esquematicamente a rotina de preparagao

da amostra.

ABACAXI | —» Triturar —> FILTRO

PRENSA

l

- Eliminagao das fibras
- Armazenamento

Figura 3: Preparo da amostra
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5.1.2. Extracao com Etanol

No inicio da pesquisa foram realizados ensaios para a avaliacdo qualitativa da
capacidade hidrolitica da bromelina em gelatina s6lida. O objetivo foi avaliar o volume de
perfuracdo causado pela enzima presente em diferentes partes do abacaxi: suco do fruto,
talo, coroa, folhas e casca, na presenca e auséncia de metabissulfito de potéssio, verificando
assim a sua atuacdo como ativador enzimatico da bromelina. A Figura 4 descreve como

foram realizados os testes:

A enzima foi deixada em contato
comn a supericie da gelating

durantz 1 noite & temperatura

ambiente. Erzimao (0,1 my

Placa de Patri

o solucdo de gelating 5%
sdlida (50 mL)

As enzimas proteoliticas presentes no abacoxi - chamodos de BROMELINA -
sdo capazes de liquefazer a gelating provocando uma perfuragdo.

Com a madida da superficie liquafeita & possivel estimar o velurne de perfuracao (WP,
que & dirstamente propercional § ATIVIDADE EMZIMATICA, |

Figura 4: Descricao dos testes de liquefagcdo da gelatina .

Durante a hidrélise da gelatina, a bromelina hidrolisa as proteinas em peptideos,
sendo que alguns podem chegar a aminodcidos. Para verificar a presenca de aminoécidos na
gelatina liquefeita foram realizados alguns testes com solu¢do acética de ninidrina, que
indica, apds aquecimento uma cor violdcea na presenca de aminoacidos e peptideos de

cadeia curta.

O volume relativo de perfuracao foi calculado considerando a perfuracdo de forma
circular, medindo-se o didmetro médio (média aritmética do maior e menor didmetro) e a

altura média de perfuragcdo. A Tabela 7 mostra os resultados do volume de perfuragao.
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VP (cm’) VP (cm’)
com KHSO3 | sem KHSO;

fruto 10,58 11,31
casca com 4,42 4,95
fruto

casca com 4,25 2,01
agua

talo 3,65 2,83
coroa 1,09 0,82
folhas 0,42

Tabela 7: Resultados do volume de perfuracao (VP), amostra com e sem bissulfito de
potassio.

A Figura 5 demonstra graficamente os resultados do volume de perfuragdo da

gelatina.

Liquefacao da gelatina 5%
Volume de perfuracao (VP)

Ms/ KHSO3

Oc/ KHSO3

fruto cascac/ cascac/ talo coroa folhas
fruto agua

Figura 5: Resultados dos volumes de perfuraciao da gelatina.

Os resultados mostram que a amostra relativa ao fruto possui o maior poder de
hidrdlise. Esta serd utilizada, portanto para os ensaios de precipitacdao. A casca possui 40%
da capacidade hidrolitica do fruto, o que € interessante para a recuperacao da enzima. Coroa
e folhas ndo apresentam capacidade proteolitica considerdvel e com isso ndo serdao
considerados para estudo. Com excecao do fruto e da casca com fruto o metabissulfito de

potdssio ndo aumentou a capacidade hidrolitica da enzima e ndo foi usado como ativador
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enzimatico. Na observacdo dos testes com ninidrina, todos os testes apresentaram cores
violdceas, indicando a presenca de aminodcidos e peptideos de cadeia curta devido a

hidrdlise da gelatina.

Realizaram-se as andlises de proteina total, agicares redutores e atividade
enzimdtica de amostras preparadas da polpa do fruto, da casca e do talo para a
caracterizacdo do meio inicial. As concentracdes e os resultados sdo mostrados nas tabelas
1 e 2. O fruto e o talo apresentam o mesmo teor de proteina total, porém o talo apresenta
cerca de 60% menor quantidade de enzimas proteoliticas. O abacaxi utilizado para as
andlises foi o fruto maduro, por isso apresentou uma quantidade elevada de acucares
redutores expressos em glicose, 0,2 a 0,4 g/g de abacaxi. E importante conhecer o teor de
acucares e carboidratos na amostra, pois o etanol pode precipitar carboidratos,
contaminando a enzima recuperada. De qualquer forma, o talo e a casca do abacaxi maduro
tem um teor de enzima considerdvel para recuperacdo, como é mostrado na tabela 3, ainda

mais tratando-se de residuo de muitas industrias de conservas.

Foram realizados ensaios de precipitagdo, em diferentes concentracdes de etanol
(20 2 90 %v/v) da amostra de fruto, para a obten¢@o da curva de solubilidade da bromelina

em etanol frio.

As curvas demonstradas na Figura 6 sdo importantes para o conhecimento do
comportamento de solubilidade da enzima em diferentes concentragdes de etanol e estudar
a possibilidade de uma precipitacdo fracionada em dois cortes, capaz de fornecer uma

recuperagdo considerdvel da enzima com aumento de pureza da mesma.

As condic¢des experimentais foram: precipitacdo em um unico estigio, temperatura
de precipitacdo de 5°C, pH original da amostra (o pH varia com a adi¢do de etanol de 3,2 a
4, dependendo da quantidade de etanol adicionada), tempo de contato entre o etanol e as
proteinas presentes na amostra de 15 minutos. A adi¢do do etanol foi feita lentamente até
20 %v/v de etanol na amostra devido a evolugcdo de calor, depois o etanol frio foi

adicionado de forma “batch’.

Os resultados obtidos mostram que com 80% v/v precipita-se praticamente toda a

bromelina presente, porém precipita-se somente cerca de 20% das proteinas iniciais, o que
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leva a um aumento de pureza de até 5 vezes, o que € bastante considerdvel para uma técnica
de baixo poder de purificagdo como a precipitagdo. Portanto, mesmo realizando uma
precipitacdo “batch”, ou seja, com apenas um unico estdgio de adicdo do etanol, purifica-se
consideravelmente a enzima presente no abacaxi. A recuperacdo de cerca de 100% da
atividade € importante, pois isso significa uma economia no custo do produto final, uma
vez que o controle da temperatura em 5°C € essencial. Nao é possivel prever se em escala
piloto seriam obtidos os mesmos dados de recuperagdo obtidos em escala de laboratorio,
porém esses dados de solubilidade podem indicar tendéncias a serem seguidas em escalas

maiores de trabalho.

Foi verificada a possibilidade de realizacdo de uma precipitacdo fracionada, em

dois cortes, como mostra a Figura 6 :
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Figura 6: Curva de solubilidade em etanol da bromelina e das proteinas presentes no
abacaxi.

Uma precipitacdo fracionada seria realizada para obter um maior grau de
purificacdo da enzima. Trata-se de uma primeira adi¢cdo de etanol em uma porcentagem
volumétrica adequada para a precipitacdo de uma parte das proteinas presentes exceto a
enzima de interesse realizando-se assim uma pré-purificacdo. O sobrenadante recolhido
sofre entdo uma nova adi¢c@o de etanol para aumentar a sua concentragdo volumétrica, afim

entdo de precipitar a enzima de interesse em uma nova fase precipitada.

Muitos fracionamentos seguidos poderiam ser utilizados com o intuito de obter um
maior grau de purificagdo, porém, optou-se por purificar o precipitado utilizando um

método mais moderno e seletivo, que € a extragcdo liquido-liquido em duas fases aquosas.
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5.2. Extracao em Continuo

Para a extracdo em continuo foi utilizada uma micro-coluna para extracao
liquido-liquido em duas fases aquosas, num sistema PEG/sal. A linha de amarracio
utilizada foi determinada por César (2000), utilizando caldo prensado de abacaxi. Porém,
ao inserir o caldo na micro-coluna observou-se que a alta concentracdo de proteinas
contaminantes bem como as dguas deslocavam o equilibrio do sistema tornando a extragdao
invidvel, pela ndo formacdo das fases. Partiu-se entdo para a utilizacdo do processo na
micro-coluna como uma etapa de purificacdo, utilizando para isso, precipitado obtido da

extracdo com etanol.
5.2.1 Descricao do Equipamento

Um esquema da micro-coluna de campanulas pulsantes ¢ mostrado na Figura 7
Esta micro-coluna, € constituida de um tubo de acrilico de 30 cm de altura, com didmetro

interno de 2,70 cm em parede de 0,15 cm de espessura. (BERTEVELLO, 2001)

salda fase leve
—_—

entrada fase —
pesada —_— e

=

entrada fase leve

saida fase pesada
—

e

Figura 7 : Esquema da micro-coluna de campanulas pulsantes.(Bertevello, 2001)

No centro da micro-coluna, esta localizada uma haste de aco inox, na qual estao
coladas trés campanulas que estdo distanciadas 6cm uma das outras. O didmetro da base
das campanulas é de 2,68 cm. As campanulas sdo construidas com uma base de latdo e uma
peneira de aco de malha MESH 24 e, portanto, possui uma drea livre para o escoamento de

38%.
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Durante o pulso, a campanula movimenta-se num percurso de 2 cm para baixo e

2cm para cima, o que faz uma amplitude de 4 cm.

Os pulsos sdo fornecidos por um dispositivo, que proporciona um movimento

harmonico controlado por um motor.

Os bocais de alimentacdo e saida sdo de aco inox e possuem um didmetro interno
de 2,5 mm e um didmetro externo de 3 mm. Tanto as conexdes da base, como do topo da

micro-coluna sao de Teflon.

A alimentacdo na coluna de cada fase, tanto a leve como a pesada € feita através

de duas bombas peristélticas independentes, previamente calibradas.

Os tubos que conduzem as entradas e saidas das fases sdo de silicone, com
didmetro interno de 2 mm. Os tubos de silicone, além de serem muito flexiveis, sdo

compativeis com as solucdes utilizadas.

Os experimentos foram realizados com temperaturas na faixa de 19 °C a 23 °C.

5.2.2. Procedimentos de Operacao da Micro-Coluna.

Para operagdo da micro-coluna, com a finalidade de obter-se dados relativos a
hidrodinamica, transferéncia de massa e eficiéncia, foi desenvolvido o seguinte

procedimento :

Primeiro, enche-se a micro-coluna com a fase continua, ou seja, a fase rica em Sal,
que neste caso é a fase pesada. Em seguida, coloca-se em operacdo a bomba peristéltica
com alimentacdo da fase pesada, ajustando-se a vazdo de entrada e saida. Apds o ajuste da

vazdo, aciona-se o sistema de pulsacdo e ajusta-se a sua freqiiéncia no valor desejado.

Posteriormente, coloca-se em operacdo a bomba peristéltica que alimenta a fase
dispersa, que € a fase leve (fase rica em PEG), iniciando sua alimentagdo com a vazdo
desejada. O controle de vazao da saida da fase leve é feito em nivel, ou seja, sua saida é
feita quando esta completa o espaco na micro-coluna relativo a sua coalescéncia e

decantacio da fase pesada que possa ter sido arrastada na operacao.
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Ap6s o inicio da alimentacdo da fase leve, anota-se o tempo até que esta comece a
sair da coluna, onde tem-se entdo efetivamente o inicio de operagdo do equipamento.
Quando do inicio da saida da fase leve, comeca-se a contagem de tempo de operagdo da
micro-coluna. O tempo de operacdo foi inicialmente de 40 minutos, quando se pode definir
0 tempo em que o sistema entrava em regime permanente (estado estaciondrio), para as
condi¢des de operacdo definidas neste trabalho. Posteriormente, para os ensaios de
transferéncia de massa e eficiéncia este tempo foi reduzido a 30 minutos de operacdo

efetivamente, sendo que o estado estaciondrio € atingido com menos de 20 minutos.

No estado estaciondrio, as concentracoes de saida das duas fases praticamente nao
variam com o tempo, havendo pequenas oscilacdes, o que ocorre normalmente nos sistemas
reais. Num sistema em regime permanente, teoricamente as concentragdes nao variam com

0 tempo, ou seja, em sistemas que trabalham muito préximos dos sistemas ideais.

Durante a operacdo do equipamento foram feitas coletas periddicas de amostras
nas saidas das fases leve e pesada da micro-coluna, para posterior andlise de proteina total e
atividade enzimatica. Foram realizadas também medidas de vazao, através da coleta de um
volume conhecido num determinado periodo de tempo. Com esses dados pode-se conhecer
tanto o comportamento das concentracdes, como das vazdes ao longo do tempo de

operagdo.

A fase continua (pesada) e dispersa (leve) entram em contato no interior da micro-
coluna, onde ocorre a transferéncia de soluto entre as fases. As fases que deixam a coluna
sdo0: extrato que € constituido principalmente por solvente e o soluto extraido(neste caso, a
saida da fase leve), e a fase refinado, que € rica no meio de alimentacdo e do soluto nao

extraido.
5.2.3. Variaveis Estudadas

No trabalho de BERTEVELLO, 2001, foram analisadas as influéncias de algumas
varidveis de operacdo sobre a transferéncia de massa e hidrodindmica da micro-coluna,

possibilitando a identificagdo das melhores condi¢des de operagdo do sistema.

Na Tabela 8, sdo apresentadas as varidveis que sdo avaliadas na operacdo do

equipamento e seus valores.
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Valor minimo Valor maximo
Razio entre as fases 0,8 1,1
Freqii€ncia de pulsos(pulso/min) 33 43

Tabela 8 :Varidveis estudadas na operagdo da Micro-coluna Fonte:
BERTEVELLO, 2001

Nos experimentos em descontinuo, variou-se a composi¢do, pH e peso molecular
do sistema de duas fases aquosas a fim de se encontrar as melhores condicdes
termodindmicas (coeficiente de particdo), de extracdo. Foram estudados duas linhas de

amarragdo, dois niveis de pH e dois pesos moleculares de PEG.

Com o objetivo de estudar a influéncia das vazdes e da freqiiéncia de pulso das
campanulas na transferéncia de massa da coluna, trabalhou-se com um peso molecular, um
pH e uma linha de amarracdo definida pela extracdo em descontinuo apresentada

anteriormente por CESAR (2000).

5.3. Extracao Continua Utilizando Uma Micro-Coluna De Campanulas Pulsantes

A selecdo de sistemas de extragdo liquido-liquido para aplicacdes em larga escala
implica o recurso de regras convencionais bem definidas em processo de engenharia
quimica: diferencas de densidade entre as fases superiores a 5% sdo desejdveis, a
viscosidade de ambas as fases devem ser inferiores a 10 mPas e a tensdo superficial deve
situar-se entre 1 a 50 mPam. Estas condi¢des sdao desejadas para a formacdo de uma
dispersdo de fases adequada (CUSACK te al.,, 1991). Os SBA possuem propriedades
fisicas que os tornam diferentes dos sistemas convencionais organicos-aquosos empregados
em engenharia quimica. Nos sistemas aquosos, a fase pesada exibe valores de viscosidade
superiores a 10 mPas e tensdo interfacial é superior a 1 mPam. A diferenca de densidade
entre as fases constitui o Unico parametro que se encontra dentro dos limites referidos

anteriormente.

Apesar das dificuldades, os sistemas bifasicos tém sido aplicados com sucesso a
processos de extragdo liquido-liquido em larga escala. De modo geral, as colunas de
extracdo, pela sua simplicidade de constru¢do e operacdo, constituem uma alternativa

atrativa quando se deseja misturar, equilibrar e separar duas fases liquidas imisciveis. A
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grande vantagem no recurso das colunas € a eliminacdo do emprego de dispendiosas
centrifugas, uma vez que a separacdo de fases € promovida pela gravidade

(BERTEVELLO, 2001)

Para os ensaios de extracdo em continuo BERTEVELLO, 2001, utilizou o sistema
PEG 1500 e fosfato de potdssio em pH 7, nas concentracdes globais de 17,5%peso e
17,5%peso respectivamente. O sistema foi escolhido por se tratar de um sistema que além
da disponibilidade de material, suas caracteristicas e propriedades ja foram amplamente

estudadas (RABELO, 1999).
5.3.1. Planejamento de Ensaios

Para a investigacdo da influéncia dos parametros de operacdo da micro-coluna,
BERTEVELLO (2001), utilizou a metodologia de planejamento fatorial, onde a

defini¢do de cada ensaio € apresentada a seguir com os efeitos e seus niveis .

Ensaio tipo E1

Relacdo entre as vazdes das fases leve e pesada (RV): 1,1

Freqiiéncia de pulsacdo das campanulas perfuradas (FP): 43 pulsos/min

Ensaio tipo E2

Relacdo entre as vazodes das fases leve e pesada: 1,1

Freqiiéncia de pulsagdo das campanulas perfuradas: 33pulsos/min

Ensaio tipo E3

Relacdo entre as vazdes das fases leve e pesada: 0,8

Freqiiéncia de pulsacdo das campanulas perfuradas: 33pulsos/min

Ensaio tipo E4

Relacdo entre as vazoes das fases leve e pesada: 0,8
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Freqiiéncia de pulsacdo das campanulas perfuradas: 43pulsos/min

O efeito combinado das varidveis € representado pela Tabela 9

Efeito () (+)
1 Razdo entre a vazao das fases 0,8 1,1
2 Freqiiéncia de pulso(Pulso/min) 33 43

Tabela 9 : Descricdo dos niveis e efeitos. Fonte: BERTEVELLO, 2001

5.3.2 Efeito da Razao entre as vazdes das fases (RV) e da Freqiiéncia da pulsacao (FP)
das Campanulas na Porcentagem de Recuperacao de Proteina Total com Bromelina
P.A.

Para uma primeira investigacdo das influéncias dos parametros de operacdo da
micro-coluna, foi utilizada Bromelina P.A. solubilizada na fase salina. Este procedimento
permite, num primeiro momento, localizar condi¢des mais adequadas de operacdo da
coluna e determinar faixas de variagdo das varidveis independentes avaliadas nesse

processo (BERTEVELLO, 2001).

Pode se observar na Tabela 10, que o resultado mais significativo é o da interacdo
entre os efeitos, e que se aumentando a razdo entre as fases, ou aumentado-se a freqii€ncia

de pulso hd um aumento na porcentagem de recuperacao.

Efeito
Média 94,4
1 2,1
2 1,8
12 5,6
Erro 1,1

Tabela 10 : Efeitos calculados para porcentagem de recuperacdo de proteina total.

5.3.3. Efeito da Razao entre as vazbes das fases (RV) e da Freqiiéncia da pulsacao

(FP) das Campanulas na Recuperacao de Proteina Total.

A necessidade de desenvolver sistemas mais econdmicos € aplicdveis em
processos de larga escala torna também a coluna de campénulas pulsadas uma candidata

com atrativos, quando se deseja estudar a sua capacidade de recuperacdo de proteinas a
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partir de uma solugdo inicial. Assim fica clara a importancia de um estudo da influéncia das

varidveis independentes na recuperagdo da proteina total.

A Tabela 11 mostra os resultados encontrados para porcentagem de recuperacao
de proteina total nos ensaios realizados, sendo que o ensaio E4 é realizado em triplicata, € o

valor para este ensaio corresponde a média obtida na triplicata.

Pode-se observar na Tabela 11 que os resultados encontrados para recuperacdo da
proteina a partir da solubiliza¢do do precipitado do caldo de abacaxi, apresentam resultado

satisfatorio para recuperagao de proteina total, 60% em média.

RV | FP | %Rec. PT
E3 0,8 [33 |60,10
E4 0,8 [43 | 55,63
E2 1,1 |33 |66,50
El 1,1 {43 | 70,00
Média 60,06

Tabela 11 - Porcentagem de recuperacdo de proteina total

A Tabela 12 apresenta o cdlculo do efeito de cada varidvel e do efeito combinado de

ambas na recuperagdo da proteina total.

Na Tabela 12 observa-se que o efeito mais significativo € a relag@o entre as vazdes
das fases leve e pesada, quanto maior esta relacdo, ou seja, quanto maior a vazio da fase
leve, maior serd a recuperacdo de proteina, como era esperado. Verifica-se também que a
freqiiéncia de pulsac@o nao € significativa para a faixa de trabalho e que a combinag¢do dos

efeitos ndo € também tdo significativa

Efeito

(DRV (10,385
(2)FP |-0,97
12 7,97
erro 6,01

Tabela 12 - Calculo dos efeitos para recuperagao da proteina total

5.3.4. Efeito da Razao entre as vazoes das fases (RV) e da Freqiiéncia da pulsacao (FP)

das Campanulas na Recuperacio da Atividade da Bromelina.
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O efeito das varidveis independentes do equipamento na recuperagao da atividade
enzimdtica foi avaliado também por BERTEVELLO, 2001 pelos ensaios propostos no
planejamento experimental. Em se tratando de enzimas, a porcentagem de recuperacdo de
atividade enzimadtica nos apresenta a capacidade de seletividade do sistema empregado na

separacao e recuperacgao.

A Tabela 13 mostra o resultados encontrados para porcentagem de recuperacao de
atividade enzimadtica nos ensaios realizados, sendo que o ensaio E4 é realizado em

triplicata, e o valor para este ensaio corresponde a média obtida na triplicata.

Pode-se observar Tabela 13 que os resultados encontrados para recuperacdo da
atividade a partir da solubilizagdo do precipitado do caldo de abacaxi, apresentam
excelentes resultado para recuperacdo de atividade enzimadtica, 0 que mostra uma grande

eficiéncia do processo na recuperagdo da bromelina

RV | FP | Atividade
E3 0,8 33 | 38,52
E4 0,8 43 | 59,72
E2 1,1 33 | 59,7
El 1,1 43 | 74,05
Média 57,99

Tabela 13 - Porcentagem de recuperacdo de atividade enzimadtica.

A Tabela 14 apresenta o calculo do efeito de cada varidvel e do efeito combinado

de ambas na recuperacao da atividade.

Na Tabela 14 observa-se que ambos os efeitos das varidveis independentes sdo
significativos, e que o aumento da relacdo entre as vazdes das fases leve e pesada, aumenta
a recuperagao da bromelina. Mas na freqiiéncia de pulsa¢do das campanulas esse € efeito é
praticamente o dobro. BERTEVELLO (2001), observa que o efeito combinado das

varidveis ndo € significativo neste estudo.
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Efeito

(DRV (17,755
(2)FP 35,55
12 -6,85
erro 9,06

Tabela 14 - Célculo dos efeitos para recuperacdo de atividade enzimaética.

5.4. Métodos Analiticos
5.4.1. Determinacao de Proteina Total

O método de BRADFORD (1976) foi utilizado para determinar a
concentracdo de proteinas totais presentes nas duas fases. Este método baseia-se na ligagao
da substancia Coomassie Brilliant Blue G-250 com a proteina, formando um complexo

colorido que possui méxima absor¢do de cor na faixa de 465 a 595 nm.

O reativo foi preparado dissolvendo-se 100 mg de Coomassie Brilliant Blue
G-250 em 50 mL de etanol a 95% sob vigorosa agitagdo. A esta solucdo adicionaram-se

100 mL de acido fosforico a 85% e diluiu-se com dgua destilada até o volume final de 1 L.
Procedimento:

Em um tubo de ensaio colocam-se 100 pL. da amostra e 5 mL do reativo.
Agita-se o tubo em vortice e deixa-se em repouso por 5 minutos. Em seguida, 1é-se a
absorbancia das amostras a 595 nm. O branco foi preparado com dgua destilada . Para os
calculos da concentracdo de proteina, fez-se uma curva de calibracdo utilizando solugdes de

albumina bovina (BSA) com concentragdes variando de 100 a 1000mg/L.
5.4.2. Determinacio da Atividade Enzimatica

A atividade proteolitica foi determinada pelo método descrito por MURACHI
(1976) e BALDINI et. al. (1993) através da hidrélise enzimatica da caseina a 1,2% (p/v) pH
6,0 a 35°C durante 10 minutos, seguindo-se de precipitacdo do substrato ndo hidrolisado

com solu¢do de 4cido tricloroacético (TCA). No branco, a adi¢do de solu¢do de TCA foi
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feita antes da adi¢do da enzima. A quantidade de produtos hidroliticos ndo precipitados, ou

seja, de peptideos soluveis em TCA foi determinada a 280 nm contra um branco.

Uma unidade de atividade enzimdtica corresponde a quantidade de enzima capaz de

variar em uma unidade a leitura de absorbancia a 280 nm, durante 10 min a 35°C.
A atividade especifica foi expressa como unidades de enzima por mg de proteinas.
5.5. Metodologia de Calculo

5.5.1.Coeficiente de Particao

[ fasesup erior]
= ) . E ao 2
[ faseinf erlor] ANAGHO
Kp = Pl‘OpO
P = P Equacio 3
fundo
Entao:
K = h Equagio 4
a
Afundo
Onde:

Aopo € a atividade enzimadtica da fase superior (U/mg de proteina)

Afundo € a atividade enzimatica da fase inferior (U/mg de proteina)



74

Popo € a concentragdo de proteinas totais na fase superior (mg/L)

Prundo € @ concentracdo de proteinas totais na fase inferior (mg/L)

5.5.2. Atividade Especifica

A atividade especifica foi calculada pela equacao 5:

A = Equacao 5

Onde: A ¢ atividade enzimética (mg/L)

P € a concentracdo de proteinas totais ( mg/L)
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO.

O processo de extracdo e purificagdo das enzimas proteoliticas presentes no
abacaxi que € proposto neste trabalho tem por objetivo demonstrar uma metodologia de
apuracao dos custos e viabilidade de um processo desenvolvido no ambito da universidade,
mas com grande aplicagdo mercadoldogica. Propde-se fomentar a andlise econdomica dos
processos cientificos desenvolvidos na universidade, a fim de estimular o investimento de

empresas que necessitam de inovagdes tecnoldgicas no seu processo produtivo.

Foram identificados os custos diretos de fabricacdo de cada uma das etapas:
extracdo em descontinuo (precipitacdo) e extragdo em continuo (extracao liquido-liquido),
levando em consideracdo os rendimentos obtidos em escalas laborais por CESAR (1999) e

BERTEVELLO (2001).

Para a andlise de viabilidade economica, foi utilizado o método do markup, pois
este, independe de um diagrama de fluxo de caixa. Os célculos foram realizados baseados
em uma escala laboral, executada por um funciondrio de nivel técnico, com jornada de
trabalho de 40 horas semanais. Os encargos salariais foram baseados nos valores médios
praticados aos empregados enquadrados no regime da CLT (confederacdo das leis

trabalhistas).

6.1. Custos da Extracao por Batelada

A extracdo por batelada é realizada adicionando-se etanol no caldo prensado de

abacaxi. Para tanto s3o necessarios os equipamentos e seus valores listados na Tabela 15:

Equipamento Preco Médio em R$ Fornecedor
Centrifuga 1650,00 Quimis Aparelhos Cientificos LTDA
Triturador 780,00 Quimis Aparelhos Cientificos LTDA
Agitador 350,00 Quimis Aparelhos Cientificos LTDA
Vidraria 1000,00 Quimis Aparelhos Cientificos LTDA
Espectofotometro 10.000,00 Quimis Aparelhos Cientificos LTDA
TOTAL 13780,00

Tabela 15 : Descricdo dos valores de investimento em equipamentos para extracao

por batelada. Cotacao realizada em julho/2005.
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A matéria-prima bdsica para realizar a extracdo sdo etanol e abacaxi, que tiveram,

seus precos médios cotado em R$5,20/L e R$1,10/ kg (Casa Americana e CEASA/SP,
julho, 2005).

As amostras foram preparadas com abacaxi de diversos tipos, encontrados em
mercados e, exceto a coroa, foram triturados e filtrados eliminando as fibras. Os resultados
obtidos mostram que com 80% v/v precipita-se praticamente toda a bromelina presente,
porém precipita-se somente cerca de 20% das proteinas iniciais, fato que permite concluir

que da massa inicial de abacaxi, somente 20% correspondem ao material de interesse.

Pode-se estimar que mensalmente seriam obtidos 8 kg de precipitado. O custo para
este montante poderia entdo ser calculado, como sendo a somatéria da quantidade

necessaria de abacaxi e etanol.

Se somente 20% da amostra serd purificada, seriam entdo necessdrias 46 kg de
amostra e conseqiientemente, 1001 litros de etanol. Na Tabela 16 estdo listados os custos

com a matéria - prima para uma producdo mensal de 8 kg de precipitado.

Matéria - Prima Custo R$
Abacaxi — 46 kg 50,60
Etanol — 1001 L 5255,80
TOTAL 5306,40

Tabela 16: Custos de matéria-prima para producdo de 8 kg de precipitado.

A maio de obra a ser considerada configura-se no saldrio mensal médio de um
técnico, que estimada em R$ 500,00 por més com jornada de 40 horas semanais. Os

encargos trabalhistas somam algo em torno de 133% do saldrio base, portanto teriamos:
R$ 500,00 + R$ 665,00 = R$1165,00 de mao de obra direta por 40 horas semanais.
Se a produgdo de 8 kg de bromelina é estimada para um més de trabalho:
Custo total de Mao de Obra: R$ 1165,00
O custo total do produto seria:
CT= Custo da Matéria - Prima + Custo da Mdo de Obra

CT = 5306,40 + 1165,00 = 6471,40, que corresponde a producdao de 8 kg de
precipitado. O custo por kg , seria entao de R$ 808,90.
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Para calcular o preco de venda € necessario considerar algumas despesas, além da

carga tributdria, que estdo descritas na Tabela 17.

Despesas Porcentagem
ICMS 18%
PIS/COFINS 9,25%
Despesas de Venda 4%
Despesas Administrativas 6%

Total 37,25 %

Tabela 17: Descri¢ao de despesas e tributos

O preco de venda (PV) € definido pela equacao:

PV CcT
1—2 Despesas +1Im postos + M arg em

Equacao 7

Portanto tem-se o preco de venda em R$ 1289,00/kg sem acrescentar qualquer

margem de lucro.

A Tabela 18 demonstra a varia¢do do preco de venda por kg de precipitado, com a

margem de lucro.

Margem de Lucro (%) Preco de Venda (R$/kg)
10 1533,5
20 1892,2
30 2470,0
40 3555,6
50 63440
60 29414.,0

Tabela 18 : Variacdo do Preco de venda em Func¢do da Margem de Lucro.

Pode-se encontrar no mercado um fitomedicamento com uma quantidade
(AnexoA) equivalente de 4,4 x 10-3 mg de Bromelina por mL e sendo o mesmo vendido
por R$ 19,46 o frasco com 100 mL pode-se estimar que este laboratério teria um custo de

R$0,0528 com a bromelina, se o processo de precipitagdo por etanol pudesse ser utilizado.

Na Figura 8 sdo apresentados os resultados da evolu¢do do preco de venda com a

margem de lucro:
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Figura 8: Variacdo do preco de venda em relagdo a margem de lucro.

A facilidade de comercializacao do produto seria maior se fosse possivel definir o
indice de purificacdo desejado para a bromelina, para cada um dos usos a que ela esta
indicada. Além do fato de que os medicamentos precisam, necessariamente, seguir uma
série de protocolos para obter o registro no Ministério da Saidde e a autorizagdo de

comercializacdo.
O retorno sobre o investimento pode ser obtido através da equagao 8:

Investimento -
=— Equacao 8
Lucroliquido

As quantidades de precipitado necessdrias para obter o retorno sobre o

investimento sdo fun¢do da margem de lucro, conforme mostra a Tabela 19.

Margem de Lucro (%) Massa de precipitado (kg)
10 19
20 13
30 8
40 5
50 2,5
60 0,5

Tabela 19: Quantidade de precipitado necessdria para o retorno sobre o

investimento em fun¢do da margem de lucro.

Sabe-se que em um més a producdo pode chegar até 8 kg de precipitado, nas
condic¢des descritas. Analisando os dados observa-se que o maior prazo de retorno sobre o

investimento ocorreria para uma margem de lucro de 10%que apresenta um tempo médio
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inferior ao desejavel para que um investimento retorno seja considerado vidvel que €

estimado em vinte e quatro meses.

Adota-se entdo a hipétese de que o indice de purificagdo obtido na precipitagdo
ndo € aceitdvel para o mercado em que se pretende a comercializagdo. Surge, portanto a
necessidade de aumentar seu teor de purificac@o e para isso utilizar-se-4 a extracao liquido-

liquido em duas fases aquosas.

6. 2. Custos de Purificacao

Nos experimentos realizados por BERTEVELLO (2001) foi utilizada uma micro-

coluna com um sistema de agitacao, e 4 bombas peristalticas.

Equipamento Valor em R$
Microcoluna 1000,00
Bombas (4) 7200,00
Sistema de Agitacdo 1800,00
TOTAL 10.000,00

Tabela 20: Custos de equipamentos para purificacdo em continuo.

A Tabela 21 mostra a cotagdo da matéria-prima a ser utilizada na purificacao.

Material Valor em RS | Fornecedor
Fosfato de Potdssio Monobdsico | 23,60/kg Casa Americana
Fosfato de Potassio Dibasico 28,60/kg Casa Americana
Polietileno Glicol 58,40/kg Casa Americana
Precipitado 1289,00/kg

Tabela 21: Custos com matéria - prima para purificagdo em continuo. Cotagdo realizada em
julho 2005.

Como o sistema de extracdo liquido-liquido € utilizado para a purificacdo da
bromelina obtida no processo de precipitacao, torna-se possivel utilizar a mesma mao de
obra, visto que os processos necessitam de preparagdo e controles, mas podem ser

realizados concomitantemente, ou de forma seqiienciada.

Para a extra¢do na coluna sdo utilizados: solu¢do de fosfato de potdssio pH 7 e
solucdo de PEG 1500, os custos estdo estimados para 300 mL de cada uma das solugdes
obedecendo a concentracao global utilizada por BERTEVELLO (2001). Como a eficiéncia

do sistema esté atrelada a recuperacdo da proteina em atividade enzimatica e o valor médio
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obtido é de 57,99% da massa de precipitado inserida na coluna, utiliza-se 1,73 g de
precipitado na coluna a fim de obter o custo por grama de extrato purificado produzido na

coluna de extragdo.

Massa em g RS
Fosfato de potdssio Monobdsico 18,38 g 0,44
Fosfato de Potassio Dibasico 34,11g 0,98
Polietileno Glicol 525¢g 3,00
Precipitado 1,73 g 2,20
TOTAL DE MATERIA-PRIMA 6,68

Tabela 22: Custos com matéria -prima para purificagdo na obtencdo de 1 grama.

Como o tempo necessdrio para a coluna entrar em regime permanente gira em
torno de 40 minutos, e foi proposta a utilizacdo da mesma mao de obra, pode-se concluir

que o custo total serd obtido somente através da matéria-prima.

Percebe-se que o custo operacional do processo de purificagdo € menor que o
custo operacional do processo de extragcdo, porque € utilizada a extragdo liquido-liquido em
duas fases aquosas, formada essencialmente de dgua, com um consumo reduzido de

reagentes.

Para o calculo do preco de venda as despesas adicionais e tributdrias serdo as

mesmas utilizadas anteriormente, com a equacao 7, entdo teremos:

_ CcT
1—2 Despesas +Im postos + M arg em

PV =10,65/g sem margem de contribuicao.

A Tabela 23 apresenta um estudo da evolucdo de preco de venda do extrato

purificado em funcio da margem de lucro.

Margem de Lucro(%) Preco de Venda (R$)
10 12,66
20 15,62
30 20,40
40 29,36
50 52,40
60 242,90

Tabela 23: Evolug¢dao de preco de venda do extrato purificado em fungdo da

margem de lucro.
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A Figura 9 demonstra a evolu¢do do preco de vendas em funcdo da margem de

lucro:

Prets |

250 A
200 A
150 4
100 4
50 A
0 \ \ \ \ \ |

10 20 30 40 50 60

Margem de Lucro

Figura 9: Evolucao do preco de vendas em fun¢do da margem de lucro.

O retorno sobre o investimento deve ser calculado, da mesma maneira , utilizando

a Equacdo 8 e portanto terfamos:

Investimento
R= /2

B Lucroliquido

ATabela 24 apresenta a minima quantidade em gramas de extrato purificado a ser

vendida em fun¢do da margem de lucro, que justifica o investimento.

Margem de Lucro (%) Quantidade em g
10 4975
20 2012
30 1025
40 535
50 240
60 43

Tabela 24: Quantidade em gramas de extrato purificado a ser vendida em func¢do

da margem de lucro para retorno sobre o investimento.

No caso de ter-se mercado consumidor para a quantidade minima a ser vendida
para justificar o investimento num prazo inferior a dois anos, pode-se considerar o

processo de purificacdo com a micro-coluna.
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Considerando uma producao de 200 g por més, o prazo de retorno do investimento

(pay back), em meses, poderia ser apresentado em fun¢do da margem de lucro como mostra

a Figura 10.

Tempo de Retorno do Investimento

30

00 g mas)

Pay Back { mesas -2
h —_
=]

= | Pay Back

N

Margem de Iucro X 100

Figura 10: Prazo de retorno sobre o investimento(pay back) em fun¢ao da margem

de lucro

A grande questdo ao iniciar um processo de purificagdo é o grau de pureza exigido
para a proteina. Protefnas para fins terapéuticos ou de uso direto em humanos necessitam de
um alto grau de pureza, o que ndo é necessario para as enzimas que serdo aplicadas em
processos industriais. Em uma purificacio em larga escala, o processo normalmente
consiste de 4 a 6 etapas que podem ser divididas em dois grupos. O primeiro é formado
pelos processos de recuperacdo da proteina: separacdo e ruptura de células, separacdo dos
fragmentos e concentragao da proteina. No segundo grupo o objetivo é purificar a proteina,
utilizando-se das etapas de pré-tratamento ou isolamento primério, purificacdo de alta
resolucdo e refinamento final.

No caso do processo proposto neste trabalho podemos verificar que o custo das

primeiras etapas pode ser sensivelmente reduzido com alternativas simples, podendo ser

posteriormente utilizada a purificacdo de alta resolucdo e refinamento final.
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Como é um processo de baixo investimento, poderia ter seus custos ainda mais

reduzidos se instalado diretamente no agronegécio, onde poderiam ser utilizados no
processo proposto os residuos agricolas, ao invés do fruto propriamente dito e o agricultor

teria mais um produto a oferecer, diversificando seus ganhos.

Ha ainda a ociosidade que vem sendo observada na industria farmacéutica onde os
investimentos em equipamentos seriam muito reduzidos e a proposta de inser¢do de um

novo produto com baixos custos produtivos poderia alavancar novos negdcios no setor.

O desenvolvimento de um novo processo, € a devida apuracdo de seus custos e

prazos de retorno tornam a ciéncia desenvolvida em tecnologia.

Em média, os empresarios que trabalham com pesquisa e desenvolvimento ndo
aplicam mais que 0,64% de seu faturamento em inovacdo, seja na melhoria de seus

produtos ou na compra de equipamentos.

A Lei de Inovagdo representa um grande avango no setor, pois permite as
empresas inovadoras abaterem no Imposto de Renda, por exemplo, 160% do total investido
em pesquisa e desenvolvimento (P&D), podendo chegar a 200% caso apresentem, em seus

quadros, mestres e doutores, além de produtos patenteados.

O custo de desenvolvimento interno de um produto novo pode alcancar valores
muito elevados (KOTLER, 1998), entdo uma alternativa vidvel € incentivar o
desenvolvimento de tecnologias nos centros de exceléncia em pesquisa, normalmente
concentrados nas universidades, reduzindo os custos de desenvolvimento e aplicando a

ciéncia desenvolvida no proprio pais.
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7. COMENTARIOS FINAIS E CONCLUSOES

e A bromelina € uma enzima proteolitica promissora e a investigacdo de um

método menos oneroso para sua obten¢do € uma vantagem competitiva.

e Assim como o mercado de fitoterdpicos, a utilizagdo da bromelina em
medicamentos ainda € pequena, mas apresenta grandes possibilidades de

expansao.

e O processo desenvolvido pode ser utilizado mundialmente, pois utiliza
materiais simples e reagentes analiticos disponiveis, de facil obtencdo e

baixa toxicidade.

e O estimulo ao investimento em novas tecnologias € crescente no Brasil que

¢ deficiente no desenvolvimento de inovagdes.

e O método utilizado para apurar os custos de fabricacdo € simples e pode
ser aplicado em outros processos em desenvolvimento, facilitando assim a

busca de fomento de investidores do setor privado.

e O processo pode ser utilizado para a reducdo de vdérias etapas de
recuperagdo e purificacdo de proteinas de forma mais econdmica que os

métodos cromatograficos tradicionalmente utilizados.

e Tendo o clima favordvel e sendo o Brasil o segundo maior produtor de
abacaxi, utilizando-se das novas tecnologias desenvolvidas, o agricultor

poderé diversificar sua oferta de produtos, utilizando residuos agricolas.

e A solugdo para a reducdo da importacdo € o desenvolvimento interno de

produtos e processos, utilizando mao de obra e matéria - prima nacional.

e Os custos apurados, nas condigdes propostas sio de R$ 808,90/kg de
precipitado e R$ 10,65/g de extrato purificado.

e A andlise econdmica revelou a possibilidade concreta de aplicacao

comercial do método proposto.
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8. SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Uma vez que ndo é possivel a obtencdo de um trabalho totalmente completo e
abrangente, porque a ciéncia é um organismo vivo e em pleno desenvolvimento torna-se
importante a apresentacao de algumas sugestdes que possam contribuir para aprofundar os
conhecimentos no processo de extragdo e recuperagdo proposto. Assim, como continuagao

do trabalho efetuado, propde-se:

e Realizar o biomonitoramento do processo, com o objetivo de identificar
precisamente o tipo e grau de purificacdo da bromelina obtida em cada

etapa do processo e suas aplicacdes terapéuticas.
e Realizacdo de uma pesquisa de mercado para a bromelina

e Utilizacdo de outros processos de purificagdo como a didlise ou a

ultrafiltracdo.

e Realizacdo dos ensaios utilizando como matéria prima o residuo agricola,

tais como a haste (steam) do abacaxi.
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ANEXO

Bromelin R$ 19,46

Ananas comosus L.

(suspenséao oral)

MS: 1.1557.0053.001-1 (fr ¢/ 100ml)

BROMELIN®
Ananas comosusL.

MEDI CAMENTO FITOTERAPI CO TRADICIONAL

FORMA FARMACEUTICA E APRESENTACAO
Suspenséo oral: embalagem com frasco pet contendo 100mL, acompanhado de copo-medida.

USO PEDIATRICO OU ADULTO

NOMENCLATURA BOTANICA OFICI AL (género, espécie, variedade, autor do binémio e
familia)
Ananas comosus L. (Bromeliaceae)

PARTE UTILIZADA DA PLANTA
Polpa da fruta.

COMPOSICAO DO MEDICAMENTO, INDICANDO A RELACAO REAL, EM PESO OU VOLUME DA
MATERI A-PRIMA VEGETAL USADA E A CORRESPONDENCI A EM MARCADORES E/ OU
PRINCIiPIOS ATIVOS, QUANDO CONHECIDOS.

Concentrado de enzimas naturais.

Cada 1mL contém:

Extrato de Ananas COMOSUS™ .. ..ottt 0,669

VB ICUIO G P tntti ettt imL

(Nipagin, Nipazol, Mel de abelhas, Benzoato de sédio, Alcool etilico, Agua purificada)

* Equivalente a 4,4 x 10-6g de Bromelina.

INFORMACAO AO PACIENTE

O Ananas comosus é um produto fitoterapico com agdo mucolitica e fluidificante das secrecdes
brénquicas e das vias aéreas superiores.

Este medicamento deve ser guardado dentro da embalagem original, a temperatura entre 15 e 30°C,
ao abrigo da luz e umidade.

Nestas condig¢des, o prazo de validade do medicamento é de 24 meses, a partir da data de fabricacao.
Ao adquirir o medicamento, confira sempre o prazo de validade impresso na embalagem do produto.
Nunca tome medicamento com prazo de validade vencido.

Apdés aberto, consumir até 08 dias.

Informe seu médico a ocorréncia de gravidez na vigéncia do tratamento ou apds o seu término.
Informar ao médico se esta amamentando.

"N&ao deve ser utilizado durante a gravidez e a amamentagao, exceto sob orientagdo médica. Informe
ao seu médico ou cirurgido-dentista se ocorrer gravidez ou iniciar amamentagédo durante o uso deste
medicamento”.

Siga a orientagédo do seu médico, respeitando sempre os horarios, as doses e a duragao do
tratamento.

N&o interromper o tratamento sem o conhecimento do seu médico.

Informe seu médico o aparecimento de reagdes desagradaveis.

"TODO MEDICAMENTO DEVE SER MANTIDO FORA DO ALCANCE DAS CRIANCAS".

Informe seu médico sobre qualquer medicamento que esteja usando, antes do inicio, ou durante o
tratamento.

'Né@o hé& contra-indicacao relativa a faixas etéarias”.

Este medicamento é contra-indicado nos casos de: hipersensibilidade conhecida a qualquer um dos
componentes da férmula, durante a gravidez, se estiver amamentando e em pacientes diabéticos.
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"NAOI TOME REMEDI O SEM O CONHECIMENTO DO SEU MEDI CO, PODE SER PERI GOSO PARA
A SAUDE".

INFORMAGAO TECNICA

COMPOSICAO

O Ananas comosus associa, em sua composi¢do, as enzimas com atividades proteoliticas: bromelina,
ribonuclease, glucose-oxidase, invertase e diastase.

MECANISMO DE ACAO

Contribui para a melhor fluidificacao das secregdes mucosas do paciente, gragas as propriedades
mucoliticas e fluidificantes destas enzimas, conforme pesquisas realizadas pela Universidade Federal
de Pernambuco, Universidade de Pernambuco (estadual) e Universidade Federal da Paraiba. As
enzimas bromelina, ribonuclease, glucose oxidase, invertase e diastase contidas no Ananas comosus,
catalizam a quebra de ligagdes entre as ligagdes peptidicas, pela incorporagcdo de moléculas de agua,
facilitando, assim a fluidificagcdo do muco espesso.

A bromelina é uma endopeptidase que nao necessita de sistema precursor para desempenhar suas
atividades farmacologica e terapéutica. Além disso, o Ananas comosus contém os cations divalentes
dos oligoelementos magnésio, manganés, zinco, ferro e célcio, que atuam como cofatores nas fungdes
das referidas enzimas.

INDICACOES
Bromelin® esta indicado como tratamento coadjuvante nas traqueobronquites e suas manifestagoes.

CONTRA-INDICAGOES

- Pacientes com hipersensibilidade a qualquer um dos componentes da férmula;
- Hipersensibilidade a Bromelina

- Gravidez e lactagéo;

- Pacientes diabéticos.

PRECAUCOES E ADVERTENCI AS
Atencao: Este medicamento contém acucar, portanto, deve ser usado com cautela em portadores de
diabetes.

INTERACOES MEDI CAMENTOSAS
Interagées medicamentosas com uso de Bromelin® nao foram observadas e/ou registradas.

REACOES ADVERSAS/ COLATERAIS E ALTERACOES DE EXAMES LABORATORIAIS
Néao existe registro de reagdes adversas, colaterais ou alteragdes de exames laboratoriais com o uso
do Bromelin®.

POSOLOGI A

Criancas de 3 meses a 1 ano:

2,5mL, 3 vezes ao dia.

Criancas de 1 a 8 anos:

5,0mL, 3 vezes ao dia.

Criancas acima de 8 anos e adultos:
10mL (copo-medida cheio), 3 vezes ao dia.

SUPERDOSAGEM
Néao existe registro de reagbes adversas com uso de superdosagem.

PACIENTES IDOSOS

Pacientes idosos nao precisam de cuidados especiais para usar o Bromelin® nas dosagens indicadas.
MS 1.1557.0053

Farm. Resp.: Rosa Lucia Carneiro da Silva - CRF-PE 1938

Bromelin® e Hebron® s&o marcas sob licenga
da Hebron Farmacéutica - Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovagédo Tecnolégica
CNPJ 05.314.980/0001-10
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Melxi R$ 19,60

Ananas comosus L.

(suspenséao oral)

MS: 1.1557.0054.001-5 — Suspenséao oral (fr ¢/ 100ml)

Melxi®

Medicamento de origem fitoterapica. Tem como principio ativo Ananas comosus L., que associa, em
sua composigao, as enzimas com atividades proteoliticas: bromelina, ribonuclease, glucose-oxidase,
invertase e diastase. Resultado de pesquisa realizada pela Universidade Federal de Pernambuco- UFPE
e Universidade de Pernambuco UPE

MEDI CAMENTO FITOTERAPI CO TRADICIONAL

FORMA FARMACEUTICA E APRESENTACAO
Suspensao oral: embalagem com frasco pet contendo 100mL, acompanhado de copo-medida.

USO PEDIATRICO OU ADULTO

NOMENCLATURA BOTANI CA OFICI AL (género, espécie, variedade, autor do binémio e
familia)
Ananas comosus L. (Bromeliaceae)

PARTE UTILIZADA DA PLANTA
Polpa da fruta.

COMPOSIGAO DO MEDICAMENTO, INDICANDO A RELAGAO REAL, EM PESO OU VOLUME DA
MATERI A-PRIMA VEGETAL USADA E A CORRESPONDENCIA EM MARCADORES E/ OU
PRINCIi PIOS ATIVOS, QUANDO CONHECIDOS.

Concentrado de enzimas naturais.

Cada 1mL contém:

Extrato de Ananas ComoSUS™ ..........cooiiiiiiiiiiiiiiiii i 0,669

VBICUIO .S P ceeti et imL

(Nipagin, Nipazol, Mel de abelhas, Benzoato de sédio, Alcool etilico, Agua purificada)

* Equivalente a 4,4 x 10-6g de Bromelina.

INFORMAGCAO AO PACIENTE

O Ananas comosus é um produto fitoterapico com agdo mucolitica e fluidificante das secregdes
brénquicas e das vias aéreas superiores.

Este medicamento deve ser guardado dentro da embalagem original, a temperatura entre 15 e 30°C,
ao abrigo da luz e umidade.

Nestas condig¢des, o prazo de validade do medicamento é de 24 meses, a partir da data de fabricacao.
Ao adquirir o medicamento, confira sempre o prazo de validade impresso na embalagem do produto.
Nunca tome medicamento com prazo de validade vencido. Apoés aberto, consumir até 08
dias.

Informe seu médico a ocorréncia de gravidez na vigéncia do tratamento ou apés o seu término.
Informar ao médico se estda amamentando.

"Nao deve ser utilizado durante a gravidez e a amamentagao, exceto sob orientagdo médica. Informe
ao seu médico ou cirurgido-dentista se ocorrer gravidez ou iniciar amamentacao durante o uso deste
medicamento”.

Siga a orientagdo do seu médico, respeitando sempre os horarios, as doses e a duragao do
tratamento.

Nao interromper o tratamento sem o conhecimento do seu médico.

Informe seu médico o aparecimento de reagdes desagradaveis.

"TODO MEDICAMENTO DEVE SER MANTIDO FORA DO ALCANCE DAS CRIANCAS".

Informe seu médico sobre qualquer medicamento que esteja usando, antes do inicio, ou durante o
tratamento.

'Nao héa contra-indicagao relativa a faixas etarias”.
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Este medicamento é contra-indicado nos casos de: hipersensibilidade conhecida a qualquer um dos
componentes da féormula, durante a gravidez, se estiver amamentando e em pacientes diabéticos.

"NI:\O’ TOME REMEDIO SEM O CONHECIMENTO DO SEU MEDI CO, PODE SER PERI GOSO PARA
A SAUDE".

INFORMACAO TECNICA

O Ananas comosus associa, em sua composi¢do, as enzimas com atividades proteoliticas: bromelina,
ribonuclease, glucose-oxidase, invertase e diastase. Contribui para melhor fluidificagdo das secregdes
mucosas do paciente, gracas as propriedades mucoliticas e fluidificantes destas enzimas, conforme
pesquisas realizadas pela Universidade Federal de Pernambuco, Universidade de Pernambuco
(estadual) e Universidade Federal da Paraiba. As enzimas bromelina, ribonuclease, glucose oxidase,
invertase e diastase contidas no Ananas comosus, catalizam a quebra de ligagdes entre as ligagdes
peptidicas, pela incorporagido de moléculas de agua, facilitando, assim a fluidificagdo do muco
espesso.

A bromelina é um endopeptidase que nao necessita de sistema precursor para desempenhar sua
atividade farmacologica e terapéutica. Além disso, o Ananas comosus contém os cations divalentes
dos oligoelementos magnésio, manganés, zinco, ferro e célcio, que atuam como cofatores nas fungdes
das referidas enzimas.

INDICACOES
Melxi® estd indicado como tratamento coadjuvante nas traqueobronquites e suas manifestagdes.

CONTRA-INDICAGCOES

- Pacientes com hipersensibilidade a qualquer um dos componentes da férmula;
- Hipersensibilidade a Bromelina;

- Gravidez e lactagéo;

- Pacientes diabéticos.

PRECAUCOES E ADVERTENCI AS
Atencao: Este medicamento contém mel de abelha, portanto, deve ser usado com cautela em
portadores de Diabetes.

INTERAGOES MEDI CAMENTOSAS
As interacdées medicamentosas ndo foram observadas e/ou registradas.

REACOES ADVERSAS/ COLATERAIS E ALTERACOES DE EXAMES LABORATORIAIS
Ainda nao foram relatadas a intensidade e frequéncia das reagdes adversas, colaterais ou alteragdes
de exames laboratoriais com o uso do Melxi®.

POSOLOGI A

Criancas de 3 meses a 1 ano:

2,5mL, 3 vezes ao dia.

Criancas de 1 a 8 anos:

5,0mL, 3 vezes ao dia.

Criancas acima de 8 anos e adultos:
10mL (copo-medida cheio), 3 vezes ao dia.

SUPERDOSAGEM
Nao ha perigo de superdosagem com o uso de Melxi®.

PACIENTES IDOSOS
Pacientes idosos ndo precisam de cuidados especiais para usar o Melxi® nas dosagens indicadas.

MS 1.1557.0054
Farm. Resp.: Rosa Lucia Carneiro da Silva - CRF-PE 1938
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